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Die vorliegende Erfindung betrifft equine Herpesviren (EHV), die fremde DNA-Elemente zusatzlich zu 
den fur ihre Replikatic-:' notwendigen Genomsequenzen enthalten, Vertahren zu ihrer Hersteltung und die 
dabei eingesetzten Zw ,.;henstufen, sowie ihre Verwendung in Impfstoffen gegen Infektionen. 

Herpes- und InflL-.riza-Viren wie auch equine Rhinoviren, Saugerreoviren, equine Adenoviren, Myco- 
5 plasmen und Bakterien wie beispielsweise Streptokokken und Corynebakterien stellen aliologisch die 
Hauptprobleme innerhalb der infektiosen Atemwegserkrankungen des Pferdes dar. Bei den Altgemeininfek- 
tronen konnnnen dazu Arteritisvirus, Salmonellen, E. coli. Clostridien sowie mit Absiedelung am Intestinum 
Rota- und Coronaviren. Gegen diese Erreger gilt es wirksame, vertragliche und einfache einzusetzende 
Impfstoffe 2u entwicketn. 

10 Die equinen Herpesviren sind enzootisch in alien Pferdezuchtgebieten der Welt verbreitet und spielen 

eine dominierende Rolle innerhalb der Infektionskrankheiten der Pferde. Bislang konnten insgesannt vier 
equine Herpesviren-Serotypen indentifiziert werden. 

EHV-1 (Equtnes Abortvirus), ein zu den Alpha-Herpesviren zahlender Erreger, vornnals als EHV-1 
Subtyp 1 (Rhinopneunnonitisvirus) bezeichnet, 
75 EHV-2 (Equines Cytonnegalie-alnnliches Virus), ein Beta-Herpesvirus, 

EHV-3 (Equines Coitatexanthernnvirus), den Alpha-Herpesviren angehorend und 
EHV-4 ebenfalls ein Alpha-Herpesvirus, vornaals als EHV-1 Subtyp-2 bezeichnet. 
Die equinen Herpesviren verursachen weltweit wirtschaftliche Verluste in der Pferdezucht. Diese 
entstehen insbesondere durch innnner wieder auftretende, seuchenhafte Aborte, Atennwegserkrankungen und 
20 zum Teil dramatisch verlaufende Encephalitiden. Von nicht zu unterschatzender wirtschaftlicher Bedeutung 
sind Aufzuchtvertuste, Trainingsausfalle und Leistungseinbu/ien. 

Herpesviren zeigen im allgemeinen eine nur schwach ausgepragte Innmunogenitat, die zu einer 
quantitativ geringen humoralen Innnnunantwort fuhrt. So resultiert z.B. die respiratorische Verlaufsfornn nach 
EHV-4 Infektion haufig in einer serologisch nur schwach ausgepragten humoralen Immunreaktion, In der 
25 Praxis werden derzeit vorwiegend nnonovalente EHV-1 Lebend impfstoffe Oder inaktivierte EHV-1 Impfstoffe 
z.T. in Kombination mit heterologen Antigenen eingesetzt. Trotz Einsatz dieser Impfstoffe konnmt es immer 
wieder zu klinischen Erkrankungen durch Infektionen mit Pferdeherpesviren. Dies konnen Erkrankungen 
durch Herpesviren der verschiedenen Serotypen monokausal Oder im Zusammenspiel mit anderen der 
genannten Erreger Folgen von Mischungsinfektionen sein (Faktorenerkrankung). 
30 Insgesamt ist die Immunpraventive mit den derzeit einsetzbaren Impfstoffen noch nicht befriedigend. Es 

ist daher wunschenswert, zu Pferde-Vakzinen zu kommen, die problemlos anzuwenden sind und einen 
belastbaren Immunschutz gegen moglichst viele Erreger ubermitteln. 

Bestimmte Vektor-Vakzinen, basierend auf apathogenen Erregern, die neben ihren zur Vermehrung 
essentiellen Genom-Sequenzen fur heterologe tmmunogene kodierende Fremd-DNA enthalten, sind be- 
35 kannt, Es ist auch bekannt, dafi in einigen Fallen Antigene pathogener Erreger in avirulente Erreger, also in 
Vektoren, inseriert wurden. 

Alpha- und Gamma-Herpesviren, die Fremd-DNA enthalten, wie beispielsweise Pseudorabies Virus 
(Aujeszky-Virus) und das Virus der Marek'schen Krankheit und ihre Verwendung in Impfstoffen sind bekannt 
(PCT Patentanmeldung W087/4463; WO89/1040). Es ist jedoch nichts bekannt uber die Verwendung von 
40 equinen Herpesviren, speziell Beta-Herpesviren, wie EHV-2, als Vektoren fur Fremd-DNA. 

Alpha- und Gamma-Herpesviren unterscheiden sich in ihrem biologischen Verhalten und ihrenn struktu- 
rellen Aufbau grundsatzlich von den Beta-Herpesviren. Es konnen also keine RuckschlCisse aus dem 
Verhalten von Alpha- und Gamma-Herpesviren auf Beta-Herpesviren gezogen werden. 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind: 
45 1. Equine Herpesviren (EHV), insbesondere EHV Typ 2. die neben den zu ihrer Replikation notwendigen 
Genomsequenzen ein oder mehrere fremde DNA-Elemente tragen. 

2. Nicht-virulente Oder attenuierte Equine Herpesviren (EHV), insbesondere EHV Typ 2, die neben den 
zu ihrer Replikation notwendigen Genomsequenzen ein oder mehrere fremde DNA-Elemente tragen. 

3. Nicht-virulente Oder attenuierte Equine Herpesviren (EHV), insbesondere EHV Typ 2, die neben den 
50 zu ihrer Replikation notwendigen Genomsequenzen ein Oder mehrere fremde DNA-Elemente tragen, die 

in ihren repetitiven DNA-Sequenzen oder in anderen. fur ihre Replikation nicht notwendigen Genomse- 
quenzen liegen. 

4. Equine Herpesviren gemaC 1, 2 und 3 (oben) bei denen in den nicht zu ihrer Replikation notwendigen 
Genomsequenzen ein oder mehrere Teilstucke fehlen, sogenannte Deletionsmutanten. 

55 5. Equine Herpesviren gemaC 1, 2, 3 und 4, die ein oder mehrere fremde DNA-Sequenzen enthalten, die 
fur Proteine kodieren, und/oder durch die Inserierung die Funktion von EHV-Genomsequenzen inaktivie- 
ren und/oder das EHV-Genom an einer gewunschten Position markieren. 

6. Verfahren zur Herstellung der equinen Herpesviren gema^ 1, 2, 3, 4 und 5 (oben), dadurch 



BNSDOCID: <:EP 0507179A2J_> 



EP 0 507 179 A2 



gekennzeichnet, da/5 

a) fur einen EHV-Stamm eine Genbank aus Genom-Fragmenten dieses Virus etabliert und seine 
physikalische Genomkarte erstellt wird Oder gegebenenfalls auf eine existente Genbank, Oder auf ein 
isoliertes EHV DNA-Fragmenl zuruckgegriffen wird, 

b) im Genom Oder auf einem oder mehreren Genom-Fragmenten dieses EHV-Slannmes,die in 
Plasmiden oder anderen Vektoren enthalten sein konnen. eine oder nnehrere Insertionsstelle(n) zur 
Einfuhrung von Fremd-DNA in an sich bekannter Weise identiftziert werden, 

c) gegebenenfalls im Genom oder auf einem oder mehreren Genom-Fragmenten mit den gemaC 6b) 
(oben) identifizierte(n) Insertionsstene(n) eine oder mehrere Deletionen gesetzt werden, wobei die 
Genom-Fragmente in Plasmiden oder anderen Vektoren enthalten sein konnen, 

d) in die gemaC 6b (oben) identifi2ierte(n) Insertionsstelle(n) oder in einem oder mehreren Bereichen 
aus denen gema/5 6c (oben) deletiert wurde, fremde DNA-Elemente in an sich bekannter Weise 
inseriert werden, mit dem Ziel einen sogenannten Shuttle-Vektor zu konstruieren, 

e) gegebenenfalls der Shuttle-Vektor gema/3 6d (oben) zusammen mit dem Genom eines equinen 
Herpesvirus in fur die Virusvermehrung geeigneten Zelten co-transfiziert wird oder in separaten 
Schritten transfiziert wird oder die Zellen mit dem Shuttle-Vektor transfiziert und mit dem equinen 
Herpesvirus inftziert werden, 

f) EHV-Virus-Rekombinanten, die Fremd-DNA enthalten und gema^ 6d) und e) erhaltlich sind, in an 
sich bekannter Weise isoliert und vermehrt werden. 

Die Teilschritte b), c), d) konnen in beliebiger Reihenfolge vorgenommen werden 

7. Shuttle-Vektor. erhaltlich gemafi 6d (oben). 

8. Verfahren zur Herstellung des Shuttle-Vektors gemaii 7 (oben). dadurch gekennzeichnet. dafi im 
Genom oder auf einem oder mehreren Genom-Fragmenten eines EHV-Stammes, die in Plasmiden oder 
anderen Vektoren enthalten sein konnen, eine oder mehrere lnsertionsstel!e(n) zur Einfugung von 
fremden DNA-Elementen in an sich bekannter Weise identifiztert werden, 

und gegebenenfalls Genom-Fragmente,die die identifizierten Insertionsstellen enthalten in bekannte oder 
neu konstruierte Vektoren z.B. Plasmidvektoren inseriert werden, 

wobei in die Genom-Fragmente entweder vor oder nach ihrer Insertion in die Vektoren gegebenenfalls 
ein Oder mehrere Deletionen oder einzelne Nukleotide oder Nukleotidsequenzen inseriert werden 
konnen, 

und in die identifizierte(n) Insertionsstelle(n) oder in einen oder mehreren Bereichen aus denen deletiert 
wurde,fremde DNA-Elemente in an sich bekannter Weise inseriert werden. 
Die Reihenfolge der angegebenen Teilschritte ist beliebig. 

9. Expression von Genen auf Basis des EHV gemafi 1 , 2, 3. 4 und 5. 

10. Impfstoffe auf Basis des EHV gema/5 1, 2, 3, 4 und 5 (oben) 

11. Antigene, Immunogene, Translationseinheiten und Epitope, die in-vitro oder in-vivo mit EHV gema/3 
1, 2, 3, 4 und 5 (oben) hergestellt werden. 

12. Impfstoffe enthaltend Antigene, Immunogene, Translationseinheiten und Epitope gemaC 11 (oben). 

13. Verwendung von EHV gema6 1, 2. 3. 4 und 5 (oben) a!s Impfstoffe, die nach Immunisierung die 
Unterscheidung geimpfter von nichtgeimpften, infizierten Tieren eriauben. 

14. Verwendung von EHV gemaj5 1, 2, 3, 4 und 5 (oben) zur in-vivo oder in-vitro Herstellung von 
Antigenen, Immunogenen. Translationseinheiten, Isolierung derselben und Verwendung derselben in 
Impfstoffen oder Diagnostika. 

15. Verwendung von Antigenen, Immunogenen, Translationseinheiten und Epitoden gemafi 11 (oben) zur 
Herstellung von Immunseren. 

16. Verwendung von EHV, insbesondere EHV-2 als Vektoren fur fremde DNA-Elemente. 

17. Verwendung der gemafi 6.d) (oben) hergestellten Shuttle- Vektoren, die DNA-Sequenzen von EHV 
und fur EHV fremde DNA-Elemente tragen. insbesondere die in diesen Shuttle-Vektoren inserierte und 
wieder reinserierte Fremd-DNA, als DNA-Sonden zum Nachweis von rekombinanten EHV, die fremde 
DNA-Elemente enthalten, wobei die fremde DNA in den Shuttle-Vektoren und in den rekombinanten EHV 
zumindest in Teilen identisch ist. 

18. Verwendung von Teilen der gema/5 6.a) (oben) hergestellten Genbank, die gema/J 6.b) identifizierte- 
(n) Insertionsstelle(n) zur Einfuhrung von Fremd-DNA enthalten,als DNA-Sonden, zur Detektion von 
moglichen Insertionsstellen im Genom von EHV-Stammen. 

19. Verwendung von Teilen der gema^ 6.a) hergestellten Genbank zum Nachweis von EHV in biologi- 
schem Probenmaterial (Erregerdiagnose). 

20. Verwendung von auf Basis der Nucleotidsequenzbestimmung von EHV-Genom-Fragmenten che- 
misch synthetisierten Oligonucleotiden zum Nachweis von EHV in biologischem Probenmaterial 
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(Erregerdiagnose). 
Die vorstehend aufgefuhrten Begriffe haben folgende Bedeutung: 

- Zur Replikation von EHV notwendige Genomsequenzen sind 

Teile des Gesamt-Genoms von EHV, die zur Vermehrung von EHV, d.h. zur Bildung von Virus- 
5 Nachkomnnen. unverzichtbar sind. Eine Lokalisation einiger Sequenzen liegt nur fur wenige Herpesvi- 

ren und in noch geringerem Ma/5 fur EHV vor. Fur die Durchfuhrung der vorliegenden Erfindung ist es 
erforderlich, diese zur Replikation notwendigen Genom-Sequenzen unverandert zu lassen, prufbar 
dadurch, ob das veranderte Virus zur Bildung von infektiosen Nachkomnnen fahig ist. 

- Frennde DNA-Elennente (Fremd-DNA) sind 

10 DNA-Sequenzen, z.B. Fremd-Gene, die in dem eingesetzten EHV Vektor-Virus ursprunglich nicht 

vorhanden sind. 

Fremd-DNA wird aus folgenden Grunden in das Vektor-Virus inseriert: 

1 . zur Expression der Fremd-DNA 

2. zur Inaktivierung von Funktionen von DNA-Sequenzen des Vektor-Virus 
75 3. zur Markierung des Vektor-Virus 

(n Abhangigkeit von diesen Grunden wird unterschiediiche Fremd-DNA inseriert. Soli gema/J (1) 
Fremd-DNA exprimiert warden, muB die inserierte Fremd-DNA mindestens einen offenen Leserahmen 
tragen, der fur das Oder die gewunschten Fremdprotein(e) kodiert. Gegebenenfalls enthalt die Fremd- 
DNA zusatzlich eigene Oder fremde Regulatorsequenzen. Die Lange der inserierten Fremd-DNA 

20 richtet sich danach, da/3 die gewunschte Funktion des exprimierten Proteins gewahrleistet ist. Im 

allgemeinen ist die Lange zwischen 1-Nukleotid und 20 kB, bevorzugt zwischen 0,5 und 15 kB. 

Als Beispiele seien genannt, Gene fur Immunogene von equinen Herpesviren der Typen 1 bis 4, 
equine Influenza-Viren, Rhinoviren, Adenoviren. Saugereovtren, Mycoplasmen und Bakterten, wie 
belspielswetse Streptckokken und Cornebakterien. ferner Arteritisvirus. Rickettsien, Salnnonellen, Clo- 

25 stridien, E. coli, Rota- und Coronaviren. Immunogene von equinen Herpesviren der Typen 1 bis 4 

konnen sein die viralen Glykoproteine gB, gC und gD (D.W. Bell, D.B. Boyle, J.M.Whalley (1990) 
J.Gen.Virol. 71, 1119-1129; p-Guo, S.Goebel, S.Davis, fVl.E.Perkus, B.Languet, P.Desmettre. G.Allen, 
E.Paoletti (1989) J.Virol 63, 4189-4198; P.Guo (1990) Gene 87, 249-255; J.M.Whalley, G.R. Robertson, 
M.A. Scott, G.C.Hudson, G.W.Bell, L.M. Wordworth (1989) J. Gen. Virot. 70, 383-394), wobei diese 

30 Bezeichnungen aus der Nomenklatur der HSV-Glykoproteine ubernommen wurden. Imnnunogene der 

genannten Erreger konnen sein die viralen Glykoproteine Oder Membranproteine der anderen genann- 
ten Erreger. 

Sollen gema/3 (2)DNA-Sequenzen inaktiviert werden, reicht die Unterbrechung der eigenen DNA- 
Sequenz des Vektor-Virus durch prinzipiell mindestens ein Fremdnucleotid. Die maximale Lange der 
35 zur Inaktivierung inserierten Fremd-DNA richtet sich nach der Aufnahmekapazitat des Vektor-Virus fur 

Fremd-DNA. Im allgemeinen ist die Lange der Fremd-DNA zwischen 1 Nukleotid und 20 kB, 
bevorzugt zwischen 0,1 und 15 kB. 

Sollen gema/5 (3) DNA Sequenzen zur Markierung inseriert werden, richtet sich ihre Lange nach 
der Nachweismethode zur Identifizierung des markierten Virus. Im allgemeinen ist die Lange der 
40 Fremd-DNA zwischen 1 -Nukleotid und 20 kB, bevorzugt zwischen 20 Nukleotiden und 15 kB. 

- Vektor-Virus ist 

ein EHV, insbesondere EHV-2, das zur Insertion von Fremd-DNA geeignet ist und die inserierte 
Fremd-DNA in seinem Genom in infizierte Zellen oder Organismen transportieren kann und somit dorl 
die Expression der Fremd-DNA ermoglicht. 
45 - Nicht-virulente EHV sind 

Viren, die nach naturlicher oder experimenteller Infektion von Pferden nicht zur Manifestation von 
klinischen Symptomen fuhren. 

- Attenuierte EHV sind 

Viren, die durch Veranderung in ihrem Genom vermindert- oder nicht-pathogen bzw. -virulent fur 
50 Pferde geworden sind. 

- Repetitive DNA-Sequenzen sind 

Sequenzen von Nukleotid Bausteinen, die wiederholt hintereinander oder verstreut Ober das Genom 
des EHV vorkommen. 

- Zur Replikation von EHV nicht notwendige Genomsequenzen sind 

56 Teile des Gesamt-Genoms von EHV, die zur Vermehrung von EHV nicht notwendig sind. 

Es kann sich um repetitive DNA-Sequenzen handeln. Dies konnen auch Sequenzen sein, die, 
wenn ste nicht wiederholt vorkommen wurden, fur die Replikation essentiell sein wurden. 

Dies konnen auch DNA-Sequenzen sein, die in ihrer Nukleotid-Sequenz keinen "Offenen Leserah- 
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men (Open Reading Franne)" zur Kodierung von Proteinen zeigen und/oder in ihrer Nukleotid-Sequenz 
fur Proteine kodieren, die fur die Virusvermehrung nicht-essentiell sind und/oder in ihrer Nukleotid- 
Sequenz keine fur die Virus- bzw. DNA-Vermehrung relevanten Sequenzen zeigen. In jedem Fall ist 
nach erfolgler Insertion und/oder Deletion die Prufung auf Vermehrungsfahigkeit des potentielien 
5 Vektor-Virus erforderlich. 

- Deletionen sind 

fehlende DNA-TeilstLicke aus denn Genom von EHV. 

- Deletionsmutanten sind 

Varianten von EHV, die Deletionen in ihrenn Genom enthalten. 
70 - Insertionsmutanten sind 

Varianten von EHV, die in ihren ursprunglichen Genomsequenzen zusatzliche DNA-Sequenzen 
enthalten. Bevorzugt sind Varianten, in die zusatzliche DNA-Sequenzen experimentell inseriert wur- 
den. 

- Genbank ist 

75 - die Gesamtheit der in vermehrungsfahigen Vektoren enthaltenen Fragmente eines Genoms. 

Sie wird durch Fragmentierung des Genoms und Inserierung aller, einzeiner oder eines Grofiteils 
der Fragmente in vermehrungsfahige Vektoren wie z.B. Plasmide erhalten. 

- Genomfragment ist 

ein Teilstuck eines Genoms, das isoliert voriiegen oder in einen vermehrungsfahigen Vektor inseriert 
20 sein kann, 

- Physikalische Genomkarte ist 

die Zuordnung von Restriktionsenzym-Erkennungsstellen einer DNA-Sequenz, die schematisch ge- 
streckt Oder zirkular dargestellt ist. 

Physikalische Genomkarten von EHV-2-Stammen sind bekannt durch "Physical Mapping of a 
25 Genome of Equine Herpesvirus 2 (Equine Cytomegalovirus)" Browning, G.F, and Studdert, M.J. 

(1989), Arch. Virol. 104, 77-86 und Virology 173 (1989), Seite 566-580. J.M. Golacino et al. 

Eine physikalische Genomkarte des EHV-2-Stammes Thein400/3 wird weiter unten beschrieben. 

- Geeignete Insertionsstellen sind 

- Loci in einem Virus-Genom, die zur Aufnahme von Fremd-DNA geeignet sind. 
30 Ihre Identifizierung erfolgt z.B. nach folgenden Methoden: 

a) Identifizierung von potentiell nicht-Proteinkodierenden Sequenzen durch Bestimmung der Nukleotid- 
Sequenz eines viralen DNA-Fragmentes, 

b) Identifizierung von potentiell Proteinkodierenden Regionen, deren Proteine nicht fur die Virusver- 
mehrung essentiell sind, durch Bestimmung der Nukleotid-Sequenz eines viralen DNA-Fragmentes 

35 c) Identifizierung von DNA-Sequenzen, die bei der Virus- bzw. seiner DNA-Vermehrung nicht essen- 

tiell sind, durch Bestimmung der Nukleotid-Sequenz eines viralen DNA-Fragmentes, . 

d) Identifizierung von repetitiven Sequenzen durch z.B. DNA/DNA-Hybridisierung und gegebenenfalls 
Nukleotid-Sequenz-Analysen, 

e) Modifikation der Genom-Sequenzen, z.B. durch Nukleotid-Austausch, -Deletion oder - Insertion oder 
40 von Kombinationen hieraus, 

f) jede beliebige Kombination aus a), b), c), d) und e). 

und anschlie/Jender Uberprufung der Bedeutung der potentielien Isertionsstelle fur die Vermehrungs- 
fahigkeit des potentielien Vektor-Virus, wobei die identifizierte Insertionsstelle als geeignet zu bezeich- 
nen ist, wenn nach Insertion von Fremd-DNA in diese Stelle die Vermehrung des rekombinanten 

45 Vektor-Virus nicht verhindert ist. 

"Offener Leserahmen" ist ein Leseraster (open reading-frame) das durch kein Stoppcodon 
unterbrochen ist. Gewohnlich wird eher anhand der DNA-als der RNA-Sequenz uberpruft, ob ein 
offenes Leseraster vorliegt. Crick, F.H.C., L. Barnett, S. Brenner, and R.J. Watts Tobin, 1961. "General 
Nature of the Genetic Code for Proteins" Nature 192: 1227-1232. 

50 - Inaktivierung durch Inserierung bedeutet, 

da/3 die inserierte Fremd-DNA die Expression oder Funktion EHV-eigener Genom-Sequenzen verhin- 
dert. 

- Markierung durch Inserierung bedeutet, 

da/3 die inserierte Fremd-DNA die spatere Identifizierung des veranderten EHV ermoglicht. 
55 - Plasmide, die gema/3 6b einsetzbar sind, 

sind z.B. bakterielle Plasmide. Dies sind ringformige, extrachromosomale DNA-Sequenzen, die sich in 
Bakterien vermehren konnen. Solche sind bekannt aus "Molecular Cloning", A Laboratory Manual, 
2nd Edition 1989, ed. J. Sambrook, E.F. Fritsch und T. Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory 
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Press. z.B. besonders geeignet sind pBR322, pATl53, pUC18, pUC19, pACYCl84. Der Umgang mit 
diesen Plasmiden erfolgt genna/3 den in der genannten Literatur angegebenen Methoden. 

- Andere Vektoren, die gemaC 6b) einsetzbar sind. 
sind z.B. Bakteriophagen, z.B. Bakteriophage Lambda. 

5 - Shuttle-Vektoren sind 

Plasmide, insbesondere bakterielle Plasnnide, die die zu inserierende Fremd-DNA, flankiert von DNA- 
Sequenzen des Vektor-Virus, beinhalten. Ihre Herstellung, Vermehrung und Verwendung wird weiter 
unten beschrieben. 

- Regulatorsequenzen sind 

70 DNA-Sequenzen, die die Expression von Genen beeinflussen. Solche sind bekannt aus "Molecular 

Biology of the Gene", Watson, J.D.; Hopkins, N.H.; Roberts, J.W.; Steitz, J. A. and Weiner, A.M. 1987), 
The Benjamin/Cummings Publishing Company, Menio Park. Bevorzugt seien genannt Promotoren, wie 
z.B. der Rous Sarcoma Virus-Promotor (Gorman et al. (1983) Science 221. 551-553), der EHV-1-gB- 
Promotor (J. Gen.Virol. (1989). 70 383-394, Identification and Nucleotide Sequence of a Gene in 

75 Equine Herpesvirus 1, Analogueslo the Herpes Simplex Virus gene Encoding the Major Envelope 

Glycoprotein gB, by J. M. Whalley, G.R. Robertson, A. Scott. Grant C. Hudson, C. W. Bell and L.M. 
Woodworth, sowie Journal of General Virology (1990), 71 1119-1129, Transcript analysis of the equine 
herpesvorus 1 glycoprotein B gene homologue and its expression by a recombinant vaccinia virus, 
C.W. Bell, D.B. Boyle and J. M. Whalley) oder der HSV-1-Thymidinkinease-Promotor (McKnight 

20 (1980) Nucleic Acids Res. 8 5949-5963). 

- Transfektion ist 

das Einbringen von DNA-Sequenzen z.B. Fremd-DNA. die in Shuttle-Vektoren enthatten sind Oder 
gereinigte EHV-DNA. in Zellen. die zur Virusvermehrung geeignet sind, mit dem Ziel Virus-Rekombin- 
anten zu induzieren. die fremde DNA-Sequenzen enthalten. Die zur Virusvermehrung geeigneten 
25 Zellen konnen auch vor Oder nach der Transfektion mit dem Vektorvirus infiziert werden, urn die 

Virus-Rekombinanten die Fremd-DNA enthalten. zu erzeugen. 

- Go-Transfektion ist 

das simultane Einbringen von mindestens zwei verschiedenen DNA-Sequenzen in Zellen, die zur 
Virusvermehrung geeignet sind, mit dem Ziel Virus-Rekombinanten zu induzieren, die frennde DNA- 
30 Sequenzen enthalten. Bei den verschiedenen DNA-Sequenzen handett es sich einerseits um Fremd- 

DNA, die in Shuttle-Vektoren eingebaut sein kann und andererseits um gereinigtes Gesannt-Genom 
des Vektorvirus. 

Arbeitsmethoden zur Durchfuhrung der Transfektion Oder Go-Transfektion sind bekannt aus 
"Methods in Virology Vol. VI" (1977), ed. K. Maramorosch. H. Koprowski, Academic Press New York. 
35 San Francisco, London. Bevorzugt wird die Methode der sogenannten Calzium-Phosphat-Technik 

("Methods in Virology Vol. VI" (1977), ed. K. Maramorosch, H. Koprowski, Academic Press New York, 
San Francisco, London). 

- Antigene sind 

Proteine oder Peptide deren Expression die Fremd-DNA im Vektorvirus und/oder durch das Genom 
40 des Vektorvirus ermoglicht wird. 

- Immunogene sind 

kurzkettige Peptide oder Proteine, die im immunisierten Organismus zu einem homologenen Schutz 
vor den kiinischen Folgen der Infektion fuhren und deren Expression durch Fremd-DNA und/oder 
Genom des Vektorvirus ermoglicht wird. 
45 - Translationseinheiten sind translatierte Aminosauresequenzen, Peptide oder Proteine. 

- Epitop 

ist eine spezifische Bindungstede fur Antikdrper auf Basis einer Aminosauresequenz. 
Die Hersteliung der erfindungsgema/Jen equinen Herpesviren (EHV) gemafi 1, 2, 3. 4 oder 5 (oben)- 
erfolgt wie bei 6 (oben) angegeben. 
50 Im einzelnen werden dabei folgende Schritte durchlaufen: 

1. Auswahl eines geeigneten EHV Stammes. 

2. Etablierung der viralen Genbank des geeigneten EHV-Stammes. 

3. Konstruktion der physikalischen Karte des viralen Genoms des geeigneten EHV-Stammes. 

4. Identifizierung von potentiellen Insertionsstellen fur Fremd-DNA im Genom des geeigneten EHV- 
55 Stammes. 

5. Konstruktion eines Shuttie-Vektors zur Ubertragung fremder genetischer Elemente in das Genom des 
geeigneten EHV-Stammes. 

6. Konstruktion eines rekombinanten EHV-Virus, das fremde DNA enthalt und z.B. bei seiner Replikation 
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Fremdprotein exprimiert. 
2u 1. 

5 Auswahl eines geeigneten EHV Slammes 

Grundsatzlich sind alle EHV-Typen oder -Stamme fur den Einsatz tm erfindungsgemafien Verfahren 
geeignet. Bevorzugt wird EHV-Typ 2. 

Besonders bevorzugte Stammen vom Typ 2 sind solche, die sich zu Titern ^ 10^ PFu (Plaque Forming 
10 Unit)/ml in einer Gewebekultur vermehren lassen und aus dem Medium der infizierten Zellen als extrazellu- 
lares, infektioses Virus rein darstellen lassen. 

Als besonders geeignet erwies sich der EHV-2 Stamm Thein-400/3, hinterlegt nach dem Budapester 
Vertrag am 24.7.1990 bei Institut Pasteur, C.N. CM. unter der Reg. Nr. 1-981, sowie seine Varianten und 
Mutanten. 

75 Die Vermehrung der Viren erfolgt in ubiicher Weise in Gewebekulturen animaler Zellen, z.B. in Pferde- 
Zellen, Affen-Zelien oder Kaninchen-Zellen, bevorzugt in Pferdehaut-Zellen wie der permanenten Pferde- 
Haut-Zelle ED (ATCC CCL 57 oder deren Abkommlingen) Oder Kaninchennieren-Zellen wie in der 
Kaninchennieren-Zelle RK-13 (ATCC CCL37 oder deren Abkommlingen) oder in Affennieren-Zellen. 

Die Vermehrung erfolgt in an sich bekannter Weise in stationaren, Roller- oder Carrier-Kulturen in Form 

20 von geschlossenen Zellverbanden oder in Suspensionskulturen. Als Vermehrungsmedien fur die Zellen 
warden eingesetzt alle an sich bekannten Zellkulturmedien z.B. beschrieben in Produktkatalog der Fa. Flow 
Laboratoris GmbH Post 1249. 5309 Meckenheim. wie insbesondere das Minimal Essential Medium (MEM), 
das als wesentliche Bestandteile Aminosauren, Vitamine, Saize und Kohlenhydrate enthalt, komplettiert mit 
Puffersubstanzen wie z.B. Natrium-Bicarbonat oder (Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethansulfonsaure (Herpes) 

25 und gegebenenfalts Tierseren, wie z.B. Seren von Rindern, Rerden bzw. deren Foeten. Besonders 
bevorzugt wird der Einsatz von foetalem Kalberserum in einer Konzentration von 1-30 Vol-%, vorzugsweise 
2-10Vol-%. 

Die zur Vermehrung der Viren dienenden Zellen und Zellrasen werden in ubiicher Weise nahezu bis zur 
Konfluenz oder bis zu optimaler Zelldichte vermehrt. Vor ihrer Infektion nnit Viren wird bevorzugt das 

30 Zetlvermehrungsmedium entfernt und die Zellen bevorzugt mit Virusvermehrungsmedium gewaschen. Als 
Virusvermehrungsmedien werden eingesetzt, alle an sich bekannten Zellkulturmedien, wie insbesondere das 
oben genannte MEM. Danach wird mit einer Virussuspension Infiziert, In der Virussuspension liegt das Virus 
im Virusvermehrungsmedium derart verdunnt vor. da^ mit einer MOI (= multiplicity of infection entspricht 
infektiose Viruspartikel auf vorhandene Zellen) von 0,01-50, bevorzugt 0,10-10 infiziert wird. 

35 Die Vermehrung der Viren erfolgt mit Oder ohne Zusatz von Tierseren. Fur den Fall, dafl Serum 
eingesetzt wird. wird dieses zum Vermehrungsmedium in einer Konzentration von 1-30 VoL-%, vorzugswei- 
se 2-10 Vol-% zugegeben. 

Infektion und Virus-Vermehrung erfolgt bei Temperaturen zwischen Raumtemperatur und 40 " C, bevor- 
zugt zwischen 32 und 39 ''C, besonders bevorzugt bei 37 "C uber mehrere Tage, bevorzugt bis zur 

40 vollstandigen Zerstorung der infizierten Zellen. 

Das virushattige Medium der infizierten Zellen kann weiter aufgearbeitet werden, z.B. durch Entfernung 
der Zelltrummer mittels Filtration mit Porengro/Jen von z.B. 0,1-0,45 urn und/oder Zentrifugation bis zu 
10.000 g. 

Filtrat oder Zentrifugationsuberstand konnen zur Virusanreicherung und -reinigung verwendet werden. 
45 Dazu werden Filtrat oder Oberstand einer hochtourigen Zentrifugation bis zur Sedimentation der Virusparti- 
kel unterworfen. Gegebenenfalls konnen weitere Reinigungsschritte durch z.B. Zentrifugation in einem 
Dichtegradienten angeschlossen werden. 

Zu 2. 

50 

Etablierung der viraten Genbank 

Aus dem Genom des EHV, z.B. des EHV-2 Stammes Thein-400/3,wird eine definiert Genbank nach den 
aus "Molecular Cloning", A Laboratoy Manual, 2nd Edition 1989, ed. J. Sambrook, E.F. Fritsch und T. 
55 Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press an sich bekannten Methoden. etabliert. 

Ausgehend von dem gema/3 1 (oben) hergestellten und gereinigten Virus wird das Genom isoiiert und 
gereinigt. 

Die Extraktion von nativer viraler DNA erfolgt bevorzugt uber die Behandlung der gereinigten Virionen 
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mit wa/Jrigen Losungen von Detergentien und Proteasen. 

Als Detergentien seien genannt anionische, kationische, amr - otere, nicht-ionische Detergentien. Bevor- 
2ugt werden ionische Detergentien eingesetzt. Besonders bevorz-gt werden Natriumdodecylsutfat, Natrium- 
laurylsulfat. 

5 Als Proteasen seien genannt, alle Proteasen die in Gegenwart von Detergens arbeiten, wie z.B. 

Proteinase K. und Pronase. Bevorzugt sei genannt Proteinase K. 

Detergentien werden in Konzentrationen von 0,1 - 10 Vol-% eingesetzt, bevorzugt sind 0,5-3 Vol.-%. 

Proteasen werden in Konzentrationen von 0,01 - 10 mg/ml Viruslysat eingesetzt, bevorzugt sind 0,05 - 
0,5 mg/ml Viruslysat. 

70 Es wird bevorzugt in wa/3riger gepufferter Losung in Gegenwart von DNase Inhibitoren gearbeitet. Als 

Puffersubstanzen seien genannt: Salze schwaclner Sauren nnit starken Basen wie z.B. Tris- 
(hydroxymethylaminomethan), Satze starker Sauren mit schwachen Basen wie z.B. primare Phosphate oder 
Gemische derselben. 

Bevorzugt sei das folgende Puffersystem genannt: Tris(hydroxynnethyiaminomethan). 
75 Die Puffersubstanzen oder Puffersysteme werden in Konzentrationen eingesetzt, die pH-Werte gewahr- 

teisten, bei denen die DNA nicht denaturiert. Bevorzugt sind pH-Werte von 5-9, besonders bevorzugt 6-8,5, 
ganz besonders bevorzugt 7-8, insbesondere sei Arbeiten im neutralen Bereich genannt. 

DNase-lnhibitoren sind z.B. Ethylendiamintetraessigsaure in Konzentrationen von 0,1 - 10 Mmol. 
bevorzugt ist ca. 1 Mmolar. 

20 Anschlie/Jend werden die lipophilen Bestandteile des Viruslysats extrahiert. Als Extraktionsmittel dienen 
Losungsmittel wie Phenol, Chloroform, Isoannylalkohol oder deren Gemische. Bevorzugt wird zunachst ein 
Gemisch aus Phenol und Chlorofornn/lsoamylalkohol eingesetzt, wobei die Extraktion in einer oder mehreren 
Stufen erfolgt. 

In der letzten Stufe der Extraktion wird bevorzugt Chloroform/lsoamylalkohol eingesetzt. Alternativ kann 
25 zunachst Phenol und anschlieCend Chloroform/lsoamylalkohol eingesetzt werden. 

Weitere Methoden zur Isolierung der Viren DNA sind z.B. Zentrifugation eines Viruslysats in einem CsCI 
-Dichtegradienten oder in der Gelelektrophorese (Sharp et al. Biochem. 1973 (12) S. 3055-3063). 

Die Extraktion von Nukleinsauren wird in "Molecular Cloning", A Laboratory Manual, 2nd Edition 1989, 
ed J. Sambrook, E.F. Fritsch und T. Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press beschrieben. 
30 Die so extrahierte DNA wird bevorzugt aus der wafirigen Losung mit z.B. Alkohol, bevorzugt mit Ethanol 
Oder isopropanol und unter Zusatz von monovalenten Salzen wie z.B. Alkalichlortde oder -acetate, bevorzugt 
Lithiumchlorid, Natriumchlorid oder Natriumacetat, Kaliumacetat, ausgefallt. 

Die Konzentration an Alkohol liegt hierbei zwischen 40 und 100 Vol-%, bevorzugt zwischen 60 und 80 
Vol-%. besonders bevorzugt bei ca. 70 Vol-%. 
35 Die Chlorid- oder Acetatkonzentration liegt zwischen 0,01 oder 1 molar, bevorzugt zwischen 0,1 und 0,8 
molar, Wird LiCI eingesetzt, liegt seine Konzentration zwischen 0,1 und 1 molar, bevorzugt zwischen 0,4 
und 0.8 molar. 

Methoden zur Prazipitation von Nucleinsauren sind in "Molecular Cloning" loc. cit. ausfuhrlich beschrie- 
ben. Die prazipitierte DNA wird durch z.B. Zentrifugation aus der wa/Jrigen Suspension isoliert, vorzugswei- 
40 se mit Alkohol, z.B. 70 Vol-% Ethanol gewaschen und schliefllich in wa^riger Pufferlosung resolubillsiert. 

Als Puffersubstanz sei genannt Tris(hydroxymethyl)aminomethan in Konzentrationen von 1-100 Mmol, 
bevorzugt wird 10-50 Mmol. Bevorzugte pH-Werte sind 6-8,5, besonders bevorzugt 7-8. 

Als weitere Zusatze seien genannt, z.B. EDTA (Ethylendiaminotetraessigsaure) in Konzentrationen von 
0,1 - 10 Mmolar, bevorzugt 1-10 Mmolar. 
45 Alternativ kann die prazipitierte DNA auch in 0,01 oder 0,1 x SSC-Puffer (Molecular Cloing) loc. cit. oder 
im Ammoniumcarbonatpuffer resolubillsiert werden. 

Die so gereinigte virale DNA wird mit Restriktonsendonuklease nach Vorschrift der Hersteller behandelt. 
Geeignete Restriktionsendonucleasen sind solche die mindestens eine fur sie spezifische Schnittstelle auf 
dem Virusgenom erkennen. Restriktionsendonukieasen (Restriktionsenzyme) sind z.B. EcoRI, BamHI, Sail, 
50 Hindlll, PstI, Xbal, Afllll oder BspMIL Die resultierenden DNA-Fragmente werden nach den bei "Molekular 
Cloning". A Laboratory Manual, 2nd Edition 1989, ed. J. Sambrook, E.F. Fritsch und T. Maniatis, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press beschriebenen Methoden in die korrespondierenden Erkennungssequenzen 
von bakteriallen Plasmid-Vektoren, Phagen oder Cosmiden molekular kloniert. Besonders bevorzugt werden 
fur niedermolekulare DNA-Fragmente (bis ca. 15 kbp) Plasmid-Vektoren, fur DNA-Fragmente ab ca. 15 kbp 
55 bis zu ca. 45 kbp Cosmide. 

Zu 3. 
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Konstruktion der physikalischen Karte des Genoms 

Anschlie/iend wird die physikalische Karte des viralen Genoms, 2.B. des EHV-2 Stammes Thein-400/3, 
anhand an sich bekannter Methoden, z.B. DNA/DNA-Hybridisierung, partielle Restriktion mil Reslriktionsen- 
5 donukleasen oder zweifachen Restriklionen mil Resthklionsendonukleasen (Double Digest), bevorzugt unter 
Anwendung der viralen Genbank, und DNA-DNA-Hybridisierung konstruiert. 

Die Methoden sind bekannt aus "Molecular Cloning" loc. cit. oder "A Practical Guide to Molecular 
Cloning 2nd, ed. B. Perbal, Wiley Interscience 1988. 

70 Zu 4. 

Die Identifizierung geeigneter Insertionsstellen erfolgt im Genom oder auf Virus-Genom-Fragmenten, 
z.B. durch 

a) Identifizierung von DNA-Sequenzen, die nicht fur Proteine kodieren. Z.B. durch Bestimmung der 
75 Nukleotid-Sequenz des jeweiligen Virus-Genom-Fragments, wobei Nukleotid-Sequenzen gesucht werden, 

die Regionen enthalten die nicht fur Proteine kodieren. Die in diesen Regionen vorliegenden Erken- 
nungsstellen fur Restriktionsenzyme stellen potentielle Insertionsstellen dar. Um festzustellen, ob eine 
potentielle Insertionsstelle eine geeignete Insertionsstelle im Gesamtgenom von EHV ist, mufl Fremd- 
DNA in das Fragment inseriert werden und das Fragment mit dem Insert in das Virusgenom eingebaut 
20 werden. Anschliefiend wird das Fremd-DNA enthaltende rekombinante Virus auf Vermehrungsfahigkeit 
gepruft. Vermehrt sich das Fremd-DNA enthaltende rekombinante Virus, ist die oben identifizierte 
Erkennungsstelle als Insertionsstelle geeignet. 

b) Identifizierung von DNA-Sequenzen, die fur Proteine kodieren. welche fur die Virusvermehrung nicht 
essentiell sind. z.B. durch Bestimmung der Nukleotidsequenz und Identifizierung von "offenen Leserah- 

25 men" fur nicht-essentielle Proteine. Als nicht-essentielle Proteine werden Proteine angesehen. die von 
EHV und anderen Herpesviren als EHV bekannt sind und sich dort als fur die Vermehrung nicht- 
essentiell herausgestellt haben. Man geht davon aus. dafi solche Proteine, falls sie bei EHV auftreten. 
auch bei EHV nicht essentiell sind. Es wird daher die oben erwahnte Nukleotidsequenz des EHV- 
Genomfragments darauf untersucht, ob sie einen "offenen Leserahmen" fur eines der bei anderen 

30 Herpesviren bekannten, nicht-essentiellen Proteins enthalt. Solche Proteine konnen sein Thymidin- 
Kinase, Glycoprotein C, Glycoprotein E (HSV-Nomenklatur). Um festzustellen. ob diese potentiellen 
Insertionsstellen geeignete Insertionsstellen im Gesamtgenom von EHV sind, mufi Fremd-DNA in das 
Fragment inseriert werden und das Fragment mit dem insert in das Virusgenom eingebaut werden. 
AnschtieCend wird das Fremd-DNA enthaltende rekombinante Virus auf Vermehrungsfahigkeit gepruft. 

35 Vermehrt sich das Fremd-DNA enthaltende rekombinante Virus, ist die oben identifizierte Erkennungs- 
stelle als Insertionsstelle geeignet. 

c) Identifizierung von DNA-Sequenzen die fur die DNA-bzw. Virusvermehrung nicht-essenttell sind. Als 
solche Sequenzen werden Sequenzen angesehen. von denen bei EHV und/oder anderen Herpesviren als 
EHV bekannt ist, daiQ sie nicht essentiell sind. Dies erfolgt z.B. durch vergleichende Nukleotidsequenz- 

40 analyse des EHV-Genomfragments. Um festzustellen, ob diese potentiellen Insertionsstellen geeignete 
Insertionsstellen im Gesamtgenom von EHV sind, muj3 Fremd-DNA in das Fragment inseriert werden und 
das Fragment mit dem Insert in das Virusgenom eingebaut werden. Anschliefiend wird das Fremd-DNA 
enthaltende rekombinante Virus auf Vermehrungsfahigkeit gepruft. Vermehrt sich das Fremd-DNA 
enthaltende rekombinante Virus, ist die oben identifizierte Erkennungsstelle als Insertionsstelle geeignet. 

45 d) Identifizierung von repetitiven Sequenzen durch z.B. DNA^DNA-Hybridisierung und anschlie/Jende 
Identifizierung von Erkennungssequenzen von Restriktionsenzymen in diesen repetitiven Sequenzen, z.B. 
durch Nukleotidsequenzanalyse. Die angegebene DNA'DNA-Hybridisierung erfolgt; indem z.B. in Vekto- 
ren inserierte Genom-Fragmente aus der Genbank mit dem durch Restriktionsenzyme fragmentierten 
Genom des EHV hybridisiert werden. Die Erstellung der Genbank und die Fragmentierung mu/3 dabei mit 

50 demselben Restriktionsenzym erfolgt sein. Die in Vektoren inserierten Genom-Fragmente, die mit mehr 
als einem Fragment des Gesamtgenoms hybridisieren. enthalten eine oder mehrere repetitive Sequen- 
zen. Um die repetitive Sequenz auf dem Genom-Fragment zu lokalisieren. wird die Nukleotidsequenz 
bestimmt und miteinander verglichen, Identische Sequenzen auf dem Fragment sind repetitiv. Um 
festzustellen, ob eine potentielle Insertionsstelle eine geeignete Insertionsstelle im Gesamtgenom von 

55 EHV ist, mu/J Fremd-DNA in das Fragment inseriert werden und das Fragment mit dem Insert in das 
Virusgenom eingebaut werden. Anschlie/3end wird das Fremd-DNA enthaltende rekombinante Virus auf 
Vermehrungsfahigkeit gepruft. Vermehrt sich das Fremd-DNA enthaltende rekombinante Virus, ist die 
oben identifizierte Erkennungsstelle als Insertionsstelle geeignet. 
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e) Modifikation der Genom-Sequenzen, z.B. durch Nukteotid-Austausch, -Deletion Oder -Insertion Oder 
Kombinationen hieraus, 

f) jede beliebige Kombination aus a), b), c), d) und e). 

Bevorzugt werden repetitive Sequenzen uber DNA/DNA-Hybridisierung lokalisiert und uber Nukleotid- 
5 Sequenz-Analysen naher charakterlsiet. 

Die Insertionsstellen mussen zur Aufnahnne von Fremd-DNA Sequenzen einer Lange geeignet sein, die 
sich nach ihren oben genannten Aufgaben richtet. 

Bevorzugt sind insertionsstellen, in die Frennd-DNA einer Lange von 1 Nukleotid bis zu 15 kB inseriert 
werden kann. 

10 Die Kapazitat zur Aufnahme von Frennd-DNA kann durch Setzen von Deletionen im Genom des Virus 

vergro/3ert werden. Die Deletionen bewegen sich in einer GroBe von 1 Nukleotid bis 15 kB, bevorzugt von 1 
- 10 kB. 



Zu 5. 



75 



Konstruktion eines Shuttle-Vektors zur Ubertragung fremder genetischer Elemente. 

Shuttle-Vektoren werden zur Transferierung von Frennd-DNA in das Vektor-Virus hergestellt, indenn die 
Fremd-DNA mit DNA-Sequenzen des Vektor-Virus flankiert wird. Die Konstruktion erfoigt in folgenden 
Stufen: 

20 a) Isolierung der die Insertionsstelle tragenden DNA-Sequenz aus denn viraten Genom mit Restriktionsen- 
donukleasen und ihre Insertion in ein Plasmid oder einen Phagenvektor. ^ 
Hierzu wird das EHV wie unter 1 (Auswahl eines geeigneten EHV Stammes) angegeben vermehrt und 
als extrazellulares Viruspartikel gereinigt. Aus diesem Viruspartikel wird das Virusgenonn isotiert und 
fragmentiert wie unter 2 (Etablierung der viraten Genbank) angegeben. 

25 Die dabei entstandenen DNA-Fragmente werden nach ihrer z.B. elektrophoretischen Auftrennung aus 
dem Trenngel (z.B. Agarosegel) isoliert und das Fragment, das die identifizierte Insertionsstelle tragi in 
eIn Plasmid oder einen Phagenvektor inseriert. 

Als Methoden zur Auftrennung der DNA Fragmente kommen elektrophoretische und chromatographische 
Verfahren in Frage. 

30 Bei den chromatographischen Verfahren sei genannt Gelfiltration. 

Bei den elektrophoretischen Verfahren seien als Trager genannt Agarose oder Polyacrylamid. Als 
Elektrophoresepuffer seien genannt z.B. Ethylendiamintetraessigsaure. Phosphat/Puffer (EPP) Tris- 
(hydroxymethyl)anninomethan-borat-ethylendiamintetraessigsaure-Puffer (TBE) der wie folgt zusammen- 
gesetzt ist: 

35 Tris 10-100 mM, bevorzugt 40-90 mM, besonders bevorzugt 80-90 mM, 

Borsaure 10-100 mM, bevorzugt 40-90 mM, besonders bevorzugt 80-90 mM, 
EDTA 1-10 mM, bevorzugt 1-2,5 mM 

pH 7-9. bevorzugt 8-8.5 

Oder 

40 Tris-(hydroxymethyl)aminomethan-Acetat-Ethylendiamintetraessigsaure-Puffer(TAE) der wie folgt zusam- 
mengesetzt ist: 

Tris 10-100 mM, bevorzugt 30-90 mM, besonders bevorzugt 40 mM, 

Natrium-Acetat 1-100 mM. bevorzugt 5-50 mM, 
EDTA 1-10 MM, bevorzugt 1-2.5 

45 pH 7-9, bevorzugt 7,5-8.5. 

Eine detaiilierte Aufstellung und Beschreibung von Elektrophoresepuffern ist in 

- Current Protocols in Molecular Biology 1987-1988. Verlag Wiley-lnterscience, 1987 

- A Practical Guide to Molecular Cloning, B, Perbal, 2"*^ edition Verlag Wiley-lnterscience, 1988 

- Molecular Cloning, loc. cit. 

50 - Virologische Arbeitsmethoden. Band III Gustav Fischer Verlag, 1989 

beschrieben. 

Die Durchfuhrung des Verfahrens ist beschrieben in "Molecular Cloning" loc cit, oder in Virolog, 
Arbeitsmethoden Band 3. 

Die Isolierung des DNA-Fragments mit der Insertionsstelle erfoigt aus dem Trager z.B. durch 
55 Elektroelution des das Fragment enthaltenden Tragerbereichs. Alternativ durch low-melting-Agarosever- 
fahren (Molecular cloning loc. cit.) oder durch Adsorption des DNA-Fragments an Giasoberflachen 
(Gene-clean® Methode). 

Zur Insertion des DNA-Fragments werden doppelstrangige Plasmid oder Phagenvektor DNA-Moleku- 
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le mit Restriktionsenzymen behandelt, so da/3 lur die Inserierung geeignete Enden entstehen. 
Als Plasmide dienen z.B. pAT153. pACYC184. pUCl8/19, pBR322, pSP64/65. 

Als Phagenvektoren dienen Lambdaphagenvarlanten wie z.B. -ZAP, -gt10/11 oder Phage 
M13mp18/19. 

5 Die einsetzbaren Restriktionsenzyme sind an sich bekannt z.B. aus Gene Bnd 92 (1989) Elsevier 

Science Publishers BV Amsterdam. 

Das mit Restriktionsenzynn behandelte Plasmid oder der Phagenvektor wird nnit einem Uberschu/3 
des zu inserierenden DNA-Fragment z.B. etwa im Verhaltnis 5 zu 1 gemischt und mit DNA-Ligasen 
behandelt um das DNA-Fragment End-zu-End in den Vektor kovalent zu binden. 
70 Ligasen sind Enzyme, die in der Lage sind zwei DNA-Molekule uber 3'-OH-5'-Reste zu verbinden. 

Der Ligierungsansatz wIrd zur Vermehrung der Plasmide in pro- oder eukaryontische Zellen, 
bevorzugt in Bakterien etngebracht und diese vermehrt. 

Als Bakterien dienen z.B. Escherichia coll Stamm K-12 und seine Derivate z.B. K 12-600 (Molecular 
cloning loc. cit.). 

75 Die Vorbereitung des Ligierungsansatzes und der Bakterienkultur erfolgt in an sich bekannter Weise 

wie in Molekular cloning loc. cit. beschrieben. 

Die Bakterien, die Plasmide mit inserierter Fremd-DNA enthalten, werden selektiert. 
Alternativ kann ein gema/3 2 (oben) bereits in einen Vektor inseriertes EHV-DNA Fragment, das nach 
4 (oben) eine identifizierte Insertionsstelle enthalt, als Ausgangsmaterial fur die Herstellung des Shuttle 
20 Vektors eingesetzt werden. 

b) Gegebenenfalls werden sogenannte "Polylinker" in die identifizierte Insertionsstelle inseriert. Hierzu 
wird das EHV DNA-Fragment mit der identifizierten Insertionsstelle mit einem Restriktionsenzym, das 
das Fragment nur an einer Stelle offnet, behandelt. Das so geoffnete Fragment wird mit einem Polylinker 
und Ligase inkubiert. um gezielt andere Restriktionsenzymerkennungsstellen zu inserieren. 
25 Polylinker sind DNA-Sequenzen die mindestens zwei Restriktionsenzymerkennungsstellen hinterein- 

andergeschaltet tragen. 

Als Ligase sei z.B. genannt T4-DNA-Ligase. 

Der Polylinker wird entweder in das freie DNA-Fragment oder in das in Plasmiden oder Phagenvek- 
toren eingebaute DNA-Fragment inseriert. 
30 Wird der Polylinker in ein freies DNA-Fragment inseriert. wird das Polylinker enthaltende Fragment 

anschlieflend in Plasmide inseriert, die Plasmide in pro- oder eukaryontischen Zellen bevorzugt Bakte- 
rien, vermehrt und diese selektiert. 

Wird der Polylinker in DNA-Fragmente inseriert die in Plasmiden enthalten sind, werden die dabei 
erhaltenen Plasmide in pro- oder eukaryontischen Zetlen bevorzugt Bakterien vermehrt und selektiert. 
35 c) Deletion von Teilsequenzen des DNA-Fragments mit der identifizierten Insertionsstelle. 

Das DNA-Fragment wird dazu mit Restriktionsenzym behandelt und die entstandenen Fragmente 
aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgt nach den oben beschriebenen Methoden. 
d) Inserierung der Fremd-DNA in die Insertionsstelle. 

Das EHV-DNA-Fragnnent mit der identifizierten Insertionsstelle wird entweder in freier Form oder in 
40 ein Plasmid inseriert mit einem oder mehreren Restriktionsenzymen behandelt. die an der Insertionsstel- 
le bzw. im inserierten Polylinker das Fragment auftrennen. 

Die Fremd-DNA wird nach den an sich bekannten Methoden der sticky-end oder blunt-end Ligation 
mittels Ligasen in die Erkennungsstelle inseriert. Liegt das EHV-Fragment inseriert, z.B. in einem 
Plasmid, vor wird der Inkubationsansatz nach der Ligasereaktion in pro- oder eukaryontische Zellen, 
45 bevorzugt Baktehen, eingebracht und diese vermehrt und selektiert. 

Liegt das EHV-DNA-Fragment vor der Inserierung mit Fremd-DNA in freier Form vor, wird das DNA- 
Fragment mit der Insertion in ein Plasmid inseriert, in pro- Oder eukaryontische Zellen. bevorzugt 
Bakterien eingebracht (Transformation), diese vermehrt und selektiert. 

Die oben erwahnten Methoden, die zur Herstellung des Shuttle-Vektors angewendet werden. sind im 
50 Detail in "Molecular Cloning", A Laboratory Manual, 2nd Edition 1989, ec, J Sambrook, E.F. Fritsch und 
T. Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press beschrieben. 

Zu 6. 

55 Insertion von Fremd-DNA in das Vektor-Virus-Genom 

Fur den Einbau des fremden genetischen Elements in das Vektor-Virus werden folgende Vertahren 
angewandt: 
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a) Cotransfektion der Shuttte-Vektor-DNA und der nativen DNA des Vektor-Virus in geeignete Wirtszellen, 

b) Transfektion der Shuttte-Vektor-DNA und Infektion mit dem Vektor-Virus in geeignete Wirtszellen. 

c) infektion nnit dem Vektor-Virus und Transfektion mIt der Shuttle-Vektor-DNA in geeignete Wirtszellen. 
Die Methoden der hier geeigneten Verfahren sind beschrieben in "Methods in Virology Vol. VI" (1977), 

5 ed. K. Maramorosch, H. Koprowski, Acadenriic Press New York, San Francisco, London, Bevorzugt wird die 
Methode der sogenannten Calcium-Phosphat-Technik ("Methods in Virology Vol, VI" (1977), ed. K. Maramo- 
rosch, H. Koprowski, Academic Press New York, San Francisco, London), Bevorzugt wird das Verfahren a) 
eingesetzt. Hierzu sind folgende Schritte notwendig: 

1. Die nach den vorne beschriebenen Verfahren erhaltenen transformierten Zellen, die Shuttle-Vektoren 
10 enthalten, werden vermehrt und die Shuttle-Vektoren in an sich bekannter Weise aus den Zellen isoliert 
und weiter gereinigt. Die Reinigung erfoigt z.B, durch eine isopyknische Zentrifugation im Dichtegradien- 
ten von z.B. CsCI. 

Das Vektor-Virus wird vermehrt und gereinigt. Das virale Genom wird extrahiert und weiter gereinigt. 
Die Reinigung erfoigt z.B. durch eine isopyknische Zentrifugatlon im Dichtegradienten von z.B. CsCI. 
75 2. Zur Cotransfektion kann die Shuttle-Vektor-DNA zirkular oder linearisiert eingesetzt werden. Bevorzugt 
wird die linearisierte Form eingesetzt. 

Die Linearisierung erfoigt beispielsweise durch die Behandlung der in 1. gereinigten DNA des 
Shuttle-Vektors durch Behandlung mit Restriktionsendonukleasen. Bevorzugt werden Restriktionsendonu- 
kleasen, die es eriauben, da^ die Fremd-DNA in ihrer Gesamtheit isoliert werden kann, Grundsatzlich 
20 kommem hierfur alle Restriktionsendonukleasen in Frage, die keine Erkennungssequenz in der Fremd- 
DNA haben. 

3. Die Virus-Vektor-DNA und die Shuttle-Vektor-DNA werden gemischt im Verhattnis 0,01 bis 0,1 x 10"^^ 
molar an Vektor-Virus-DNA zu 1 bis 3 x lO"''^ molar an Shuttle-Vektor-DNA. Am besten geeignet ist das 
Molekularverhaltnis Vektor-Virus-DNA : Fremd-DNA-lnsert im Shuttte-Vektor von 1 : 300 
25 4. Nach dem Mischen der DNA wird diese mit z.B. Calcium-Phosphat coprazipitiert und auf geeignete 
Zellen ubertragen (Cotransfektion) vgl. Molecular cloning loc. cit. 

Geeignete Zellen sind animale Zellen, bevorzugt Saugerzellen, z.B. Pferde- oder Kaninchenzellen, 
besonders bevorzugt ist die permanente Pferde-Haut-Zellinie ED (z.B. ATCC CCL57 oder deren Ab- 
kommlinge. 

30 Die gemischte DNA kann auch mit anderen Methoden in die Zellen eingebracht werden. 

Genannt seien die an sich bekannten Methoden mit DEAE-Dextran, oder Liposomen (z.B. Lipofectin®) 
Oder Elektroparation. 

5- Die Zellen werden nach den vorne (Auswahl eines geeigneten EHV-Stammes) beschriebenen 
Methoden kultiviert. 

35 6. Bei Auftreten eines cytopathischen Effektes wird das Kulturmedium entfernt, gegebenenfalls durch 
Zentrifugation oder Filtration von Zell-Trummern befreit und gegebenenfalls gelagert sowie nach den 
herkommlichen Methoden der Einzel-Plaque-Reinigung von Viren aufgearbeitet. 

7. Die Selektion von rekombinanten Vektor-Viren die Fremd-DNA enthalten, erfoigt in Abhangigkeit von 
der inserierten Fremd-DNA z.B. durch: 

40 a) Expression der Fremd-DNA mit Hilfe der rekombinanten Vektor-Viren 

b) Nachweis des Vorhandenseins der Fremd-DNA, z.B. durch DNA/DNA-Hybridisierungen. 
2u a) 

Die Expression von Fremd-DNA kann auf RNA- oder Protein-Ebene erfolgen. 

Die Expression der Fremd-DNA auf Protein-Ebene kann nachgewiesen werden durch z.B. Infektion 
45 von Zellen mit dem Vektor-Virus und anschiie/^ender Immunfiuoreszenzanalyse mit Antikorpern gegen 
das von der Fremd-DNA kodierte Protein oder durch Immunprazipitation mit Antikorpern gegen das von 
der Fremd-DNA kodierte Protein aus den Lysaten infizierter Zellen. 

Die Expression der Fremd-DNA auf RNA-Ebene kann nachgewiesen werden durch Hybridisierung 
der RNA aus mit Vektor-Virus infizierten Zellen mit DNA, die zumindest in Teilen identisch ist mit der 
50 inseherten Fremd-DNA. 
zu b. 

Hierzu kann die DNA aus dem fraglichen Virus gewonnen und mit DNA, die zumindest in Teilen mit der 
inserierten Fremd-DNA identisch ist, hybridisiert werden. 

8. Die Einzel-Plaque-gereinigten und als Rekombinanten identifizierten Vektor-Viren werden nochmals auf 
55 Vorhandensein und/oder Expression der Fremd-DNA gepruft. Rekombinante Vektor-Viren, die die Fremd- 
DNA stabil enthalten und/oder exprimieren, stehen fur die weitere Anwendung zur Verfugung. 

Die Abbildungen stellen folgendes dar: 
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Fig. 1 

Physikalische Karte des Genoms des EHV-2 Stammes Thein 400/3 fur die Restriktionsendonuklease 
. EcoRI. Die Position der repetitiven DNA Sequenzen, die innerhalb der DNA Sequenzen der^ EcoRI DNA 
5 Fragmente B, C, G, I, J, L und M iokalisiert wurden, sind als schwarze Boxen gekennzeichnet. Map unit = 
Genomkoordinate; kbp = Kilobasenpaare. 

Fig. 2 

10 Darstellung der physikalischen Eigenschaften des Shuttle Vektors pX2-EH2-C1 (6.3 kbp), der 3 kbp der 

beiden terminalen Regionen des EcoRi DNA Fragnnents C des EHV-2 Stammes Thein 400/3 beherbergt. 

Fig. 3 

75 Darstellung der physikalischen Eigenschaften des Shuttle Vektors pEH2-EBt-X2 (4.6 kbp), der 1956 bp 

des rechten Terminus des EcoRI DNA Fragments B des EHV-2 Stammes Thein 400/3 beherbergt. 

Fig. 4 

20 DNA Nukleotidsequenz der rechten Flanke des EcoRI DNA Fragments B des EHV-2 Stammes Thein 

400/3 zwischen den Erkennungsstellen fur EcoRI (Genomkoordinate 0.190; Nukleotidposition 1) und Bglll 
(Genomkoordinate 0.189; Nukleotidposition 1596). 

Fig. 5 

25 

Darstellung der physikalischen Eigenschaften des rekombinierten Plasmids pX2-EH2-C-LZ, in dem die 
LacZ Kasette (4440 bp) in die Hindlll und BamHI Schnittstelien des Shuttle Vektors pX2-EH2-Cl iseriert 
worden ist. 

30 Fig. 6 

Darstellung der physikalischen Eigenschaften des rekombinierten Plasmids pEH2-EBt-LZ, in dem die 
LacZ Kasette (4440 bp) in die Hindlll und BamHI Schnittstelien des Shuttle Vektors pEH2-EBt-X2 inseriert 
worden ist. 

35 

Fig. 7 

Mikrophotographie von ED-2 Zellkulturen, die mit rekombinierten Equinen Herpesviren infiziert sind, die 
das bakterielle j9-Galaktosidase Gen exprimieren. Die Behandlung der Zellkulturen mit 5-Bromo-4-chloro-3- 
40 indolyl-beta-D-galactosid (X-gal, 250 ug/ml) fuhrte zur Ausbildung von btauen Plaques. Die Plaquemorpholo- 
gie und die Intensitat der Expression des ;9-Galaktosidase Gens sind fur die rekombinierten Viren EHV-2-B- 
Lac-7-231 und EHV-2-C-LacZ-658 in Teil A bzw. B gezeigt. 

Fig. 8 

45 

Gen fur gB von EHV-1 kloniertin pUG 19 (p19-EHV-1-GpB). 
Fig. 9 

50 Gen fur gB von EHV-1 kloniert in puG 19 modifiziert durch Insertion von 2 DNA Adaptoren (p 19-EHV-1- 
gB-M4). 

Fig. 10 

55 Modifizierter Shuttle Vektor gema/J Beispiel 7.4 pEH2-EB-LZ 

Fig. 11 
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Modifizierter Shuttle Vektor gemafi Beispiel 7.4 pEH2-EC-LZ 
Fig. 12 

5 Modifizierter Shuttle Vektor mit inseriertem EHV-1 gB-Gen pEH2-EB-LZ + EH1 gB 

Fig. 13 

Modifizierter Shuttle Vektor mit inseriertem pEH2-EC-LZ + EHIgB 

10 

Beispieie 



Konstruktion von EHV-2 Virusrekombinanten 



15 1. Praparation der EHV-2 DNA 

1.1. Anzuchtung des EHV-2- Stammes Thein 400/3 auf Equine Derm Zellen (ED) (zehn) oder mehr 
Plastikkulturfiaschen, 150 cm, 650 ml. Fa. Costar) bei 37 "C fur 4 bis 6 Tage. Anzuchtmedium: E-MEM 
2,0 g (Earte Minimal Esential Medium 2,0 g NaHCOa/l). 10 % Foetales Kalberserum (Fa. Flow) (Virol. 
Arbeitsmethoden Bd. 1. Gustav-Fischer Verlag. Stuttgart 1974, A. Mayr, O.A, Bachmann. B, Bibrack und 

20 G. Wittmann). 

1.2. Danach wurde der Uberstand der infizierten Zellen bei 5.000 Upm zentrifugiert, um Zellbestandteile 
zu entfernen. 

1.3. Der zellfreie Uberstand wurde 1 Stunde bei 25.000 Upm (Rotor Beckmann SW-27) ultrazentrifugiert 
(Fa. Beckmann). 

25 1.4. Virionenpellet wurde in phosphatgepufferte Kochsalztosung (PBS) (8 g NaCI, 0,2 g H^HPO*, 1,44 g 
NaH2P04. 0.2 KCI. ad 1 I Aqua dest.) oder TNE (0,05 M Tris, 0,1 M NaCI, 0,001 M EDTA. pH 7,2) 
resuspendiert und uber ein Saccharoseklssen (30 % wassrige in TNE gepufferte, oder in PBS gepufferte 
Saccharose) bei 25.000 Upm fur 1 Stunde zentrifugiert. 

1.5. Das so gereinigte Virionenpellet wurde in 20 ml TNE resuspendiert und mit 2 ml 10 % Natriumdode- 
30 cylsulfat (SOS) auf eine Endkonzentration von 1 % SDS eingestellt. Durch diese Behandlung werden die 

Virionen lysiert. 

1.6. Zugabe von 100 ug/ml Proteinase K (Fa. Boehringer) und Inkubation bei 37 'C fur 1 Stunde (Gross- 
Bellard et al., 1973, Eur. J Bioch. 36: S. 32). 

1.7. Extraktion der DNA durch zweimalige Phenol- und anschlieBende Chloroform-lsoamylalkohot-Extrak- 
35 tion nach Marmur (1961, J Mol. Biol. 3: S. 208). 

1.8- Uberstand wurde mit 8 M Kaliumacetat-Losung auf eine Konzentration von 0,8 M Kaliumacetat 
eingestellt und dann mit 3-fachem Volumen von absolutem Ethanol (<-20 ' C) versetzt. Die Ethanol-DNA- 
Extrakt-Losung wurde uber Nacht bei -20 belassen und daraufhin fur 30 min bei 6.000 Upm bei 
-20* C zentrifugiert. 

40 1.9. Nach Dekantieren des Uberstandes wurde das DNA-Pellet in 0,01 oder O.lxSSC (1 x SSC besteht 
aus: 0.15 M NaCI. 0.015 M Na-Citrat, pH 7,2) geiost. 

1.10 Bestimmung der Reinheit und der Konzentration der DNA wurde photometrisch durch Absorptions- 
messung bei 2600 nm und 280 nm Welleniange durchgefuhrt. 

1.11 Aufbewahrung der DNA bei 4'C. 
45 2. Etablierung der EHV-2 Genbank 

Eine definierte Genbank des EHV-2 Stammes Thein 400/3, die die gesamten viralen DNA-Sequenzen 
beherbergt, wurde fur die Restriktionsendonukleasen EcoRI, HINDIII und BamHI etabliert. 
2.1. Restriktion von 10 ug der EHV-2 DNA mit der Restriktionsendonuklease EcoRI (Fa. Boehringer. 
20U/ug) unter den vom Herstelter angegebenen Bedingungen. 
50 2.2. Auftrennung der resultierenden Fragmente in der Agarose (Fa. BRL) Geleleklrophorese ((80 V, 20 h, 
4''C) nach Sharp et al. (1973, Biochem. 12: 3055-3063). 

2.3. Anfarbung des Gels mit Ethidiumbromid (5 ug/ml) und Sichtbarmachung der DNA-Fragmente unter 
UV-Licht. Praparation der DNA Fragmente durch Ausschneiden der 18 resultierenden DNA Banden 
(EHV-2 EcoRI DNA Fragmente A bis R) aus dem Agarosegel. 
55 2.4. Elektroelution der DNA-Fragmente nach Sambrook, Fritsch und Maniatis (1989), Molecular Cloning, 
Cold Spring Harbor, NY. Aufbewahrung bei -20 ' C. 

2.5. Restriktion von 0,1 picoMol (6 x 10^° Molekule) der DNA des Plasmidvektors pACYC184 (Chang and 
Cohen, 1978. K. Bacteriol. 143:1141) mit der Restriktionsendonuklease EcoRI. Anschlie/Jend Behandlung 
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mit alkalischer Phosphatase (Fa. Boehrtnger) nach Sambrook, Fritsch und Maniatis (1989), Molecular 
Cloning, Cold Spring Harbvor. NY. 

2.6. Ligation der individuellen EHV-2 EcoRl DNA-Fragmente nnit der EcoRI und alkalischer Phosphatase 
behandelten DNA des Plasmidvektors pAGYG184 unter Zugabe von 2U T4-DNA-Ligase (Fa, Boerhinger) 

5 nach Sannbrook, Fritsch und Maniatis (1989, Molecular Cloning, Cold Spring Harbor, NY. 

2.7. Transformation von kompetenten E,coli C600 Zellen mit dem Ligationsansatz und Selektion der 
transformierten Bakterienkolonien auf Tetracyclinresistenz nach Sannbrook, Fritsch und Maniatis (1989), 
Molecular Cloning, Cold Spring Harbor, NY. 

2.8. Anzuchtung, Reinigung und Charakterisierung der rekombinierten Plasmide. die die EHV-2 EcoRI 
10 DNA Fragmente A bis R beinhalten nach Sambrook, Fritsch und Maniatis (1989), Molecular Cloning. Cold 

Spring Harbor, NY. 

3, Konstruktion der phys ikalischen Karte des Virusgenoms 

Die physikalische Karte des viralen Genoms des EHV-2 Stammes Thein 400/3 (Abb.1) wurde anhand von 
partieller Behandlung der DNA mit der Restriktionsendonuklease EcoRI sowie Endmarkierungen und 
15 DNA/DNA-Hybridisierungen unter Anwendung der viralen Genbank nach Grossmann und Moldave 
(1989), In: Methods in Virology, ed. S.P. Colowick und N.O. Kaplan. Academic Press. NY, und nach 
Sambrook, Fritsch und Maniatis (1989), Molecular Cloning, Cold Spring Harbor, NY, konstruiert (Abb. 1). 
Die Genomkoordinaten der jeweiligen DNA-Fragmente sind in Tabelle 1 aufgefuhrt. 

20 Tabelle 1 



Gro^e der EcoRI DNA-Fragnnente des Genoms des EHV-2 Stammes Thein 400/3 


DNA Fragment 


Gro/Je (kbp) 


Genomkoordinaten 


A 


30 


0.266-0.429 


B 


25 


0.054-0.190 


C 


20 


0.537-0.646 


D 


20 


0.822-0.932 


E 


14 


0.646-0.717 


F 


12,5 


0.469-0.537 


G 


12,4* 


0.932-1 


H 


8,2 


0.770-0.822 


1 


6,8 


0.190-0.228 


J 


6,8 


0.741-0.779 


K 


6,8 


0.236-0.266 


L 


5,r 


0. -0.027 


M 


5,1 


0.027-0.054 


N 


4,3 


0.717-0.741 


O 


2,7 


0.420-0.445 


P 


2,35 


0.445-0.458 


Q 


1,0 


0.458-0.469 


R 


1,4 


0.228-0.236 


Summe: 


183,45 





* Terminate Fragmente 



4. Charakterisierung der repetitiven DNA Sequenzen des viralen Genoms 

Die repetitiven DNA Sequenzen des viralen Genoms des EHV-2 Stammes Thein 400/3 wurden nach 
50 Grossman und Moldave (1980), In: Methods in Virology, ed. S.P. Colowick und N.O. Kaplan. Academic 
Press,, NY, und Sambrook, Fritsch und Maniatis (1989), Molecular Cloning, Cold Spring Harbor, NY. 
durch DNA/DNA Hybridisierungen unter Einsatz der viralen Genbank in den EcoRI DNA Fragmenten B, 
C. G, I, J, L und M lokalisiert. Die Positionen dieser repetitiven DNA Sequenzen sind in Abb. 1 
dargestellt. 

55 5. Konstruktion des Shuttle Vektors zur Ubertragung fremder genetischer Elemente in das EHV-2 Genom 
Zur Inserrierung fremder genetischer Informationen in das EHV-2 Genom wurden zwei Shuttle Vektoren 
pX2-EH2-Cl (Abb. 2) und pEH2-EBt-X2 (Abb. 3) konstruiert. Beide Shuttle Vektoren haben einen 
bakteriellen Plasmidanteil von pAT153 (Twigg und Sheratt (1980) Nature 283: 216-19) und einen viralen 
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Anteil von 3 kbp der DNA-Sequenzen des EcoRI DNA Fragments C (pX2-EH2-Cl) bzw. 1,6 kbp der DNA 
Sequenzen des EcoRI DNA Fragnnents B (pEH2-EBt-X2). 
5.1. 2u Shuttle Vektor pX2-EH2-Cl : 

Das virale Insert des Shuttle Vektors pX2-EH2-Cl beinhaltet die DNA Sequenzen der beiden terminalen 
5 Regionen des EcoRI DNA Fragments C, die durch eine Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklea- 
se Bglll begrenzt sind. Die Restriktionsendonuklease Bglll trennt die beiden terminalen Regionen in zwei 
Halften von 1.4 bzw. 1.6 kbp Gro/Je. An dieser Bglll Schnittstelle wurde ein Polylinker (Bglll-Hindlll- 
BamHI-Bglll) eingefugt, so da/3 die Inserierung fremder genetischer Elemente ermoglicht wird (siehe 
Abb. 2). Die Konstruktion des Shuttle Vektors pX2-EH2-Cl erfolgte in folgenden Schritten. Die angewen- 
10 deten Methoden sind detailliert in Sambrook, Fritsch und Maniatis (1989), Molecular Cloning, Cold Spring 
Harbor, NY. beschrieben. 

5.1-1. Molekulare Klonierung des EcoRI DNA Fragments C (20 kbp; Genomkoordinaten 0,537-0.646) in 
den bakteriellen Plasmidvektor pACYCl84 und Etablierung des rekombinierten Plasmids pyEH2-E-C. 
5.1-2. Restriktion der DNA des rekombinierten Plasmids pyEH2-E-C mit der Restriktionsendonuklease 
75 Bglll. Da innerhalb der DNA Sequenzen des pACYCl84 keine BglH Schnittstellen vorhanden sind, 
werden durch diese Behandlung diejenigen DNA Sequenzen innerhalb des EcoRI DNA Fragments C 
entfernt, die von den auBeren Bglll Schnittstellen begrenzt sind. Anschliefiend Ligation der DNA des 
deletierten rekombinierten Plasmids. 

5.1.3. Isolierung des Inserts des deletierten rekombinierten Plasmids und molekulare Klonierung in den 
20 bakteriellen Plasmidvektor pAT153. in den innerhalb der Erkennungssequenzen fur EcoRI und BamHf 

(pAT153 Nukleotisposition 3 bis 375) ein DNA Linker mit den Schnittstellen fur Xbal-EcoRI-Xbal inseriert 
wurde, wobei die ursprunglichen Schnittstellen fur EcoRI und BamHI eliminiert wurden. Etablierung des 
rekombinierten Plasmids pEH2-E-C. 

5.1.4. Restriktion der DNA des rekombinierten Plasmids pEH2-E-C mit der Restriktionsendonuklease 
25 Bglll und Inserierung eines DNA Linkers der die Erkennungssequenzen fur Bglll-Hindlll-BamHI-Bglll 

beinhaltet. Etablierung des rekombinierten Plasmids pX2-EH2-C1 (Abb. 2). 
5.2 zu Shuttle Vektor pEH2-EBt-X2 : 

Das virale Insert des Shuttle Vektors pEH2-EBt-X2 beinhalttet die DNA Sequenzen der rechten Flanke 
des EcoRI DNA Fragments B (1596 bp), in die an der Nukleotidposition 488 ein Polylinker (Mstll-Hindlll- 
30 BamHI-Mstll) eingefugt wurde, der ebenso die Inserierung fremder DNA Elemente erlaubt (siehe Abb. 3). 

Die Konstruktion des Shuttle Vektors pEH2-EBt-X2 erfolgt in folgenden Schritten. Die angewendeten 
Methoden sind detailliert in Sambrook, Fritsch und Maniatis (1989), Molecular Cloning, Cold Spring 
Harbor, NY. beschrieben, 

5.2.1. Molekulare Klonierung des rechten Terminus (1596 bp) des EcoRI DNA Fragments B (EcoRI/Bglll) 
55 in den bakteriellen Plasmidvektor pAT153, in den innerhalb der Erkennungsseuqnzen fur EcoRI und Sail 

(pAT153 Nukleotidposition 3 bis 650) ein DNA Linker mit den Schnittstellen fur Xbal-EcoRI-Bglll-Xbal 
inseriert wurde, wobei die Originalerkennungsstelie fur EcoRI in pAT153 eliminiert wurde. Etablierung 
des rekombinierten Plasmids pEH2-EBt, 

5.2.2. Charakterisierung des rechten Terminus des EcoRI DNA Fragments B durch Bestimmung der DNA 
40 Nukleotidsequenz im M13 Phagensystem. Die Nukleotidsequenz der einzelstrangigen DNA der individu- 

ellen rekombinierten M13mp18 und 19 Phagen des EcoRI DNA Fragments B wurden nach der Dideoxy- 
Ketten-Terminationsmethode mit einer modifizterten T7 DNA Polymerase bestimmt (Sanger et al., 1977, 
Proc, Natl. Acad. Sci. USA 74: 5463-5467; Tabor und Richardson, 1987, proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 
4767-4771). Die DNA Nukleotidsequenz ist in Abb. 4 dargestellt. 

45 5.2.3. Restriktion der DNA des rekombinierten Plasmids pEH2-E-Bt mit der Restriktionsendonuklease 
MstI (Nukleotidposition 488 des EHV-2 EcoRI DNA Fragments B). Da innerhalb der DNA Sequenzen des 
pAT153 keine MstI Schnittstellen vorhanden sind, wird das rekombinierte Plasmid durch diese Behand- 
lung linearisiert. Anschliefiend Inserierung des DNA Linkers, der die Erkennungssequenzen fur Mstt- 
Hindlll-BamHI-Mstl beinhaltet. Etablierung des rekombinierten Plasmids pEH2-EBt-X2 (Abb. 3). 

50 6. Konstruktion eines rekombinierten Equinen Herpesvirus Typ 2, das die bakterietie ;8-Gelactosidase 
experimiert 

Das bakterielle ;9-Galaktosidase Gen (LacZ) wurde als fremde genettsche Information ausgewahit, urn zu 
demonstrieren, da^ das EHV-2 Genom in der Lage ist, als eukaryontischer Vektor zu fungieren und 
fremde genetische Elemente zu exprimieren. Die angewendeten Methoden sind detailliert in Sambrook, 
55 Fritsch und Maniatis (1989), Molecular Cloning, Cold Spring Harbor, NY, beschrieben. Die Konstruktion 
erfolgte in folgenden Schritten: 

6.1. Das bakterielle ^-Galaktosidase Gen (LacZ-Kassette; Hall et al., 1983, J MoL Appl. Gen. 2: 101-106; 
Gorman et al., 1983, Science 221: 551-553) wurde als Hindlll/BamHI Fragment aus dem rekombinierten 
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Plasmid pH-BB-LacZ (Rosen-Wolff et al., 1991, Virus Research, im Druck) isoliert. 

6.2. Die LacZ-Kasette wurde in die Hindlll und BannHI Erkennungssequenz des Shuttle Vektors pC2-EH2- 
C1 (Abb. 2) inseriert. Das rekombinierte Plasmid pX2-EH2-C-LZ (Abb. 5) resultiert aus der Inserterung 
der LacZ-Kasette in den Shuttle-Veklor pX2-EH2-C1. Dieses Konstrukt eriaubl die Isotierung des 

5 gesamten Inserts des rekombinierten Ptasnnids nnit den EHV-2 Flanken und der LacZ-Kassette durch die 
Behandlung mil der Restruktionsendonuklease Xbal. 

6.3. Die LacZ-Kassette wurde in die Hindlll und BannHI Erkennungssequenz des Shuttle Vektors pEH2- 
EBt-X2 (Abbs. 3) inseriert. Das rekonnbinierte Plasnnid pEH2-EBt-LZ (Abb. 6) resultiert aus der Inserie- 
rung der LacZ-Kasette in den Shuttle Vektor pEH2-EBt-X2. Dieses Konstrukt ertaubt die Isolierung des 

70 gesamten Inserts des rekombinierten Plasmids mit den EHV-2 Flanken und der LacZ-Kassette durch die 
Behandlung mit der Restriktionsendonuklease Xbal. 

6.4. Die Transferierung der LacZ-Kassette in das EHV-2 Genom wurde durch DNA Kotransfektion nach 
Sambrook, Fritsch und Maniatis (1989), Molecular Cloning, Cold Spring Harbor, NY, durchgefuhrt. Fur die 
Transfektion wurden 1 bis 3 picoMol DNA des Inserts des rekombinierten Plasmids pX2-EH2-LZ oder 

15 pEH2-Bt-LZ mit 0,01 bis 0,1 picoMol nativer EHV-2 T400/3 DNA nach der Calctum-Phosphat Methode 
(Graham und van der Eb, 1973, Virology 52: 456-467) koprazipitiert. 

6.5. Die koprazipitierte DNA wurde zur Transfektion von ED Zellkulturen eingesetzt. Die transfizierten 
Zellkulturen wurden bei 37 'C inkubiert. Die transfizierten Zetlen wurden taglich auf das Auftreten von 
cytopathischen Effekten (CPE).untersucht. 

20 6.6. Beim Auftreten von CPE wurde die Virusrekombinanten selektiert. Die Selektion solcher Virusrekom- 
binanten, die )9-Galaktosidase exprimieren, wurde nach dem Blue-Plaque-Verfahren durchgefuhrt. Die 
transfizierten Zellkulturen, die nach der Transfektion vereinzelt Virusplaques beherbergen, wurden mit 1 
%iger Agarose (Fa, BRL) in PBS, die 250 ug/ml der chromogenen Substanz 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl- 
j9-D-galactosid (X-Gal, Fa. Boehringer) beinhaltete, uberschichtet. X-Gal fuhrt bei j8-Galaktosidase Akitvi- 

25 tat zur Blaufarbung der betreffenden Visrusplaques innerhalb von vier bis 8 Stunden. 

6.7. Blaue Einzelplaques wurden mit einer sterilen Glaskanule (Durchmesser 1 mm) angestochen und auf 
ED Zellen angezuchtet. Dieses Vorgehen wurde dreimal zur Reinigung von rekombinierten Virusstam- 
men wiederholt. Die DNA Sequenzen des ;S-Galaktosidase Gens im EHV-2 Genom der Virusrekombinan- 
ten wurde durch DNA/DNA Hybridisierungen nach Sambrook, Fritsch und Maniatis (1989), Molecular 

30 Cloning, Cold Spring Harbor, NY, nachgewiesen. Damit gelang es folgende rekombinierte Virusstamme 
zu etablieren: 

6.7.1. Rekombiniertes Virus EHV-2-C-LacZ-658. das die LacZ-Kassette in seinem Genom innerhalb der 
DNA Sequenzen des EcoRI DNA Fragments C des EHV-2 Genoms beherbergt und in der Lage ist. 
dieses fremde Gen zu exprimieren. Die Expression der jS-Gakaktosidase der individuellen Virusplaques 

35 kann wie unter Punkt 6.6. beschrieben durch die Blaufarbung nach der Behandlung mit X-Gal nachge- 
wiesen werden. Ein Beispiel ist in Abb, 7B dargestellt. 

6.7.2. Rekombiniertes Virus EHV-2-B-LacZ-231 , das die LacZ-Kassette in seinem Genom innerhalb der 
DNA Sequenzen des EcoRI DNA Fragments B des EHV-2 Genoms beherbergt und in der Lage ist. 
dieses fremde Gen zu exprimieren. Die Expression der ;S-Gaiaktosidase der individuellen Virusplaque 

40 kann wie unter Punkt 6.6. beschrieben durch die Blaufarbung nach der Behandlung mit X-Gal nachge- 
wiesen werden. Ein Beispiel ist in Abb. 7A dargestellt. 

7. Konstruktion von EHV-2 Virusrekombinanten, die das Gen fur das Gtykoprotein gB von EHV-1 
enthalten. 

7.1 Vermehrung und Reinigung von EHV-1 Stamm Mar87 

45 Als Vertreter von EHV-1 wurde der Stamm Mar87 (am 24.7.1990 hinterlegt beim Institut Pasteur 
C.N. CM. unter der Nummer 1-980) gewahlt. Das Virus wurde auf der permanenten Zell-Linie Equine 
Derm (ED) in der Gewebekultur bei 37 "C vermehrt. Als Zellkulturmedium diente E-MEM 
(Virol.Arbeitsmethoden Bd.l, Gustav Fischer Verlag, Stuttgart 1974, A.Mayr - P.A.Bachmann - B.Bibrack - 
G.Wittmann), das. mit 2,0 g NaHCOs pro Liter komplettiert und bei der Zellvermehrung mit 10 % FCS 

50 (fdtales Kalberserum) versetzt wurde. Das Virus-haltige Medium wurde bei 100% CPE geerntet und bei 
SOOOxg zur Entfernung von ZelltrUmmern zentrifugiert. Aus dem Zentrifugationsuberstand wurden die 
Viruspartikel bei 25.000 UpM im Rotor SW-27 (Fa. Beckmann ) fur 1 Stunde in der Ultrazentrifuge 
pelletiert. Das Viruspellet wurde in PBS (8g NaCI; 0.2g K2HPO4; 1,44g Na2HP04. 0.2g KCl;(Aquadest. ad 
I Liter) oder in IxTEN (50mM Tris; 0,1 M NaCI; ImM EDTA; pH7,2) resuspendiert und Liber ein 

55 Saccharose-Kissen (30% Saccharose in PBS Oder IxTEN) bei 25.000 UpM im Rotor SW-27 fur 1 Stunde 
durch Ultrazentrifugation erneut pelletiert und in IxTEN resuspendiert. 

7.2 Reinigung der genomischen DNA von EHV-1 und Kionierung der BamHI-DNA-Fragmente A und I 

Die in IxTEN resuspendierten Viruspartikel wurden durch Zugabe einer wassrigen 10%igen Natriumdo- 
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decalsulfatlosung (SDS), auf eine SDS-Endkonzentration von 1% lysiert und virales Protein nach Zugabe 
von ProteinaseK (Fa Boehringer,Endkonzentration 100 ug/ml) und Inkubation fur 1 Stunde bei 37 "C 
abgebaut (Gross-Bellard et al., Eur.J.Biochem.36, 32ff), Die Extraktion der genonnlschen DNA erfolgte 
durch zweimalige Phenol- und anschliefiende~Chloroform-lsoamylalkohol Extraktion (Marmur 1951, 

5 J.Mol.Btol.3, 208ff). Der wa/3rige Uberstand wurde auf O.BM Kaliunnacetal eingestellt, mit dem dreifachen 
Volumen Athanol versetzt und uber Nacht bei -20° C gelagert. Nach Sedinnentation der gefallten DNA 
durch Zentrifugation bei lO.OOOxg wurde das DNA-Peliet in 0,01 xSSC oder 0,1xSSC (IxSSC: 0,1 5M 
NaCl; 0,01 5M Na-Citrat; pH7,2) geiost. 

Die gereinigte DNA von EHV-1 wurde nnit dem Restriktionsenzym BamHI nach Angaben des 

10 Herstellers (Boehringer Mannheinn) restringiert und die entstandenen DNA-Fragmente im Agarose-Gel 
elektrophoretisch getrennt (80V; 20Stunden; 4*'C) (Sharp et al.. 1973, Biochenn.12, 3055-3063). Die DNA- 
Fragmente BannHI-A (22kb) und -I (7kb) wurden durch Elektroelution aus denn Agarose-Gel isoliert 
(Molecular Cloning; ed. Sambrook, Fritsch und Maniatis; Cold Spring Harbor. N.Y.; 1989) und beide 
Fragmente jeweils im Plasnnid-Vektor pAT153 (Twigg.A und Sheratt, 1980, Nature 283, 216-218) in die 

75 BamHI-Schnittstelle des Vektors molekular kloniert (Molecular Cloning; ed. Sambrook, Fritsch und 
Maniatis; Cofd Spring Harbor, N.Y.; 1989). 

7.3Klonierung des Gens von EHV-1 fur das Glykoprotein gB in pUCIO 

Das terminale BamHl/Pstl-DNA-Fragment mit 1388 bp des BamHt-Fragmentes A von EHV-1 wurde 
isoliert. Hierzu wurde die DNA des BamHI-A Klons von EHV-1 mit BamHI und PstI restringiert, die 

20 Fragmente im Agarose-Get elektrophoretisch getrennt und das DNA-Fragment mit 1388 bp durch 
Elektroelution gewonnen (Molecular Cloning; ed. Sambrook, Fritsch und Maniatis; Cold Spring Harbor, 
N.Y.; 1989). Ebenso wurde das terminale BamHI/Clal-DNA-Fragment mit 2901 bp des BannHI-Fragmen- 
tes I von EHV-1 durch Inkubation der DNA des BamHI-l Klons von EHV-1 mit den Restriktionsenzymen 
BamHI und Clal (Double Digest, Molecular Cloning; ed. Sambrook, Fritsch und Maniatis: Cold Spring 

25 Harbor, N.Y.; 1989), elektrophoretischer Auftrennung der entstandenen DNA-Fragmente im Agarose-Gel 
und anschlie/3ender Elektroelution des DNA-Fragmentes mit 2901 bp isoliert. 

Die isolierten DNA-Fragmente wurden in den Plasmid-Vektor pUCl9 so inseriert, da/3 das hieraus 
entstandene rekombinante Plasmid das intakte Gen fur gB von EHV-1 enthielt. Hierzu wurde die DNA 
des Vektors pUC19 mit EcoRI und PstI (Double Digest) geoffnet und ein chemisch synthetisierter DNA- 

30 Adapter mit einer terminalen EcoRI-Erkennungssequenz, einer terminalen Pstl-Erkennungsequenz und 
einer internen Clal-Erkennungssequenz in den geoffneten Vektor an die EcoRI- und Pstl-Schnittstetle 
inseriert (Molecular Cloning; ed. Sambrook, Fritsch und Maniatis; Cold Spring Harbor, N.Y.; 1989). Die 
DNA des so modifizierten Plasmid-Vektors wurde mit PstI und Clal wiederum restringiert und anschlie- 
i3end die geoffnete Plasmid-DNA mit dem isolierten BamHl/Pstl-DNA-Fragment (1388 bp) des BamHI- 

35 Fragmentes A, dem isolierten BamHI/Clal-DNA-Fragment (2901 bp) des BamHI-Fragmentes I von EHV-1 
und dem Enzym T4-L!gase zur Inserierung beider EHV-1 DNA-Fragmente inkubiert (Molecular Cloning; 
ed. Sambrook, Fritsch und Maniatis; Cold Spring Harbor, N.Y.; 1989). Das so hergestellte rekombinante 
Plasmid mit 6955 bp. das das intakte Gen fur gB von EHV-1 als 4283 bp Insert (ATG an Position 915. 
TAA an Position 3890) enthalt, wurde als p19-EHV-1-GpB bezeichnet (siehe Abbildung 8 ). 

40 AnschlieBend wurde in das rekombinante Plasmid p1 9-EKV-1-GpB ein DNA-Adapter mit der dop- 

pelstrangigen Desoxyribonukleotidsequenz mit fotgender Basensequenz 



5 • -GGAGTTCGAAGAGCTGCA-3 ' 
3 • -ACGTCCTCAAGCTTCTCG- 5 ' 

mit flankierenden Pstl-Sites und interner BstBI- (Ausll-)Site chemisch synthetisiert und in die Pstl- 
Erkennungssequenz des Plasmids pi 9-EHV-l-GpB inseriert. Hierfur wurde das Plasmid mit PstI ge- 
50 schnitten und das linearisierte Plasmid mit dem doppelstrangigen DNA-Adapter und T4-Ligase inkubiert. 
Ein zweiter doppelstrangiger DNA-Adapter mit der Nukleotidsequenz 



5 ' -CGATGAGCTTAAGGAGAT- 3 ' 
3 ' -GACTCGAATTCCTCTAGC- 5 ' 

mit flankierenden Clal-Sites und interner Aflll- (Bfrl-)Site wurde chemisch synthetisiert und in die Clal-Site 
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von pl9-EHV-i -GpB inseriert. Hierfur wurde das mit dem ersten Adapter versehene Plasmid mit Clal 
behandelt und anschlie/iend mit dem zweiten doppelstrangigen Adapter und T4-Ligase inkubiert. Das 
neu entstandene Plasmid wurde mit p19-EHV-1-gB-M4 bezeichnet (Abbildung 9 ). 

7.4 Praparation von Shuttle-Vektoren zur Inserierung des Gens fur gB von EHV-1 in das Genom von 
EHV-2 

Dfe doppelstrangige DNA-Sequenz mit der Basensequenz 



5 ' -GATCCGAGTTCGAAGAGCTTAAGGAGG-3 * 
_ 3 * -GCTCAAGCTTCTCGAATTCCTCCCTAG-5 • 

mit flankierenden BamHI-Sites und interner BstB!-(AsuII-) und Bfrl-(Aflll-)Site wurde chemisch syntheti- 
siert und a!s doppelstrangiger DNA-Adapter in den in Bsp.6.3 beschriebenen Shuttte-Vektor pEH2-EBt- 
LZ, der das Marker-Gen fur lacZ bereits belierbergte, in die BamHl-Erkennungssequenz inseriert. Hierfur 
wurde pEH2-EBt-LZ mit BamHI behandelt und anschlieBend mit T4-Ligase und dem hier beschriebenen 
doppelstrangigen DNA-Adapter inkubiert. Es entstand das Plasmid pEH2-EB-LZ (siehe-Abbildung 10). 

Der gleiche doppelstrangige DNA-Adapter mit flankierenden BamHI-Sites und interner BstBI-(Asull-) 
und Bfrl-(Aflll-)Site wurde als doppelstrangiger DNA-Adapter in die BamHI-Site des rekombinierten 
Ptasmids pX2-EH2-C-LZ (s.Bsp.6.2 oben),das das Marker-Gen fur lacZ bereits beherbergte, durch 
Behandlung des pX2-EH2-C-LZ mit BamHI und anschlie/Jender Inkubation der geschnittenen Plasmid- 
DNA mit der synthetisch hergestellten DNA-Sequenz und T4-Ligase inseriert. Es entstand das Plasmid 
pEH2-EC-LZ (siehe Abbildung 11). 

Das Gen von EHV-1 fur gB aus p19-EHV-1-gB-M4 wurde isoliert zur Inserierung in die Shuttle- 
Vektoren pEH2-EC-LZ und pEH2-EB-LZ. Hierfur wurde das Plasmid p19-EHV-1-gB-M4 mit den Restrik- 
tionsenzymen BstBI und Bfrl Im Double Digest behandelt und die entstandenen DNA-Fragmente im 
Agarose-Gel elektrophoretisch getrennt (Sharp et al.. 1973. Biochem.12, 3055-3063). Das DNA-Fragment 
mit 4283 bp, das das Gen fur gB von EHV-1 enthalt, wurde durch "Elektroeiution aus dem Gel isoliert 
(Molecular Cloning; ed. Sambrook, Fritsch und Maniatis; Cold Spring Harbor, N.Y.; 1989). 

Das 4283 bp DNA-Fragment mit dem Gen fur gB von EHV-1 wurde nun jeweils in die BstBI- und 
Bfrl-Erkennungssequenzen der zwei rekombinanten Plasmide pEH2-EC-LZ und pEH2-EB-LZ inseriert. 
Die DNA des rekombinanten Plasmids pEH2-EB-LZ wurde im Double Digest mit den Restriktionsenzy- 
men BstBI und Bfrl behandelt. Die resthngierte und somit linearisierte Plasmid-DNA wurde mit dem 4,28 
kbp DNA-Fragment und T4-Ligase inkubiert, das Gen fur gB von EHV-1 somit inseriert. Es entstand der 
Shuttle-Vektor pEH2-EB-LZ-EH1gB (siehe Abbildung 12 zur Ubertragung der Gene fur gB von EHV-1 
und lacZ von E.coii in das Genom von EHV-2. 

In einem zweiten Ansatz wurde die DNA des rekombinanten Plasmids pEH2-EC-LZ im Double Digest 
mit den Restriktionsenzymen BstBI und Bfrl behandelt. Die restringierte und somit linearisierte Plasmid- 
DNA wurde mit dem oben beschriebenen 4,28 kbp DNA-Fragment und T4-Ligase inkubiert, das Gen fur 
gB von EHV-1 somit auch in dieses Plasmid inseriert. Es entstand der zweite Shuttle-Vektor pEH2-EC- 
LZ + EHIgB (siehe Abbildung 13. ebenfalls zur Ubertragung der Gene fur gB von EHV-1 und lacZ von 
E.colt in das Genom von EHV-2. 

7.5 Transfektionsversuche mit EHV-2-T400 DNA und Shuttle-Vektor-DNA zur Herstellung von EHV-2 
Rekombinanten, die die Gene fur gB von EHV-1 und tacZ von E.coii tragen 

Die Transferierung des LacZ Gens und des EHV-1 -gB Gens in das EHV-2 Genom wurde durch 
DNA-Kotransfektion durchgefuhrt. 

Hierzu wurde zunachst die DNA des Plasmids pEH2-EB-LZ + EHIgb mit Xbal restringiert und die 
enstandenen Fragmente im Agarose-Gel elektrophoretisch getrennt. Das DNA-Fragment mit 15 kb, das 
das Insert reprasentierte, wurde elektroeluiert (Sambrook, Fritsch. und Maniatis (1989), Molecular Cloning, 
Cold Spring Harbor, NY). 

Virale DNA von EHV-2 Stamm Thein 400/3 wurde isoliert und im CsCI-Gradienten gereinigt. 

Der Zell-Monolayer konfluenter ED-Zellen, kultiviert in 24-Loch-Ptatten, wurde zweimal mit Medium, 
einmal mit Medium komplettierl mit DEAE-Dextran (MW 2.000.000, Konzentration Img/ml), ein wetteres 
mal mit Medium komplettiert mit DEAE-Dextran (MW 2.000.000, Konzentration 0,lmg/ml) gewaschen 
und anschliej3end mit 100ul Medium komplettiert mit DEAE-Dextran (MW 2.0O0.O0O, Konzentration 
0,05mg/ml) pro Napf versetzt. 

Auf die Dextran-behandelten ED-Zeilen wurden jeweils 1-3 pico Mol DNA des Inserts von Plasmid 
pEH2-EB-LZ + EHIgB in je 15 ul gegeben pro Napf. Zusatzlich wurden in jedem Napf 0,01 bis 0,1 pico 
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Mol der DNA von EHV-2 Thein 400/3 in je 55 ut zugesetzt. 

In einenn zweiten Ansatz wurden die Dextran-behandelten ED-Zellen mit jeweils 1-3 pico Mol DNA 
des Inserts von Plasmid pEH2-EC-L2 + EHIgB in je25 ul und nnit jeweils 0.01 bis 0.1 pico Mot der DNA 
von EHV-2 Thein 400/3 in je 55 ul verselzt. 
5 Die Kulturen wurden bei 37' C fur 6 Stunden inkubiert. 

Die iransfizierten Zeilkulturen wurden nun in Mediunn, das nnit 5% FCS komplettiert war, bei 37 "C 
inkubiert und taglich auf das Auftreten von cytopathischen Effekten (CPE) untersucht. 

Beim Auftreten von CPE wurden die Virusrekombinanten selektiert. Die Selektion von Virusrekombin- 
anten, die ;3-Galaktosidase exprinnierten, wurde nach dem Blue-Plaque-Verfahren durchgefuhrt. Die 
10 transfizierten Zeilkulturen, die nach der Transfektion vereinzelt Virusplaques bildeten, wurden mit 1%iger 
Agarose (Fa. BRL) in PBS, die 250 ug/nni der chromogenen Substanz 5-Bromo-4-chloro-3-tndolyl-;3-D- 
galactosid (X-Gal, Fa. Boehringer) beinhaltete. uberschichtet. X-Gal fuhrt bei ;S-Galaktosidase Aktivitat zur 
Blaufarbung der betreffenden Virusplaques innerhalb von vier bis acht Stunden. 

Blaue Einzelplaques wurden nnit einer sterilen Glaskanule (Durchmesser 1 mm) angestochen und auf 
75 ED Zellen ubertragen. Dieses Vorgehen wurde dreimal zur Reinigung von rekombinierten Virus-stammen 
wiederholt. 

Die DNA Sequenzen des gB Gens im EHV-2 Genom der Virusrekombinanten wurden durch 
DNA/DNA Hybridisierungen nachgewiesen. Hierzu wurden infizierte Zellen auf Nitrozellutose-Filter uber- 
tragen, lysiert und fixiert. 

20 Die EHV-1-gB spezifische Sonde wurde folgenderma/Jen prapariert: Die DNA des Plasmids p19- 

EHV-1-gB-M4 wurde mit den Enzymen PstI und Clal im Double Digest restringiert. die entstandenen 
DNA-Fragmente im Agarose-Gel elektrophoretisch getrennt und das DNA-Fragment mit 4,28 kbp durch 
Elektroelution aus dem Gel isoliert. Diese isolierte DNA wurde radioaktiv mit 32p markiert (Methode 
Rigby et a!., 1977. J.MoLBtol. 114 , 237-256) und als Sonde zum Nachweis von DNA-Sequenzen des 
25 Gens fur gB von EHV-1 in EHV-2 Rekombinanten in die Hybridisierung eingesetzt. 

So geiang es, rekombinante EHV-2 Stamme zu etablieren, die neben dem Marker-Gen (lacZ) auch das 
Gen fur gB von EHV-1 beherbergen. Zum Beispiel konnten mit Hilfe des Shuttle-Vektors pEH2-EC- 
LZ + EHIgB die Virus-Rekombinanten EH2LZgB4 und EH2LZgB3, die das gB Gen von EHV-1 enthalten, 
konstruiert werden. 

30 So identifizierte EHV-2 Rekombinanten, die uber DNA/DNA-Hybridisierungen nachgewiesen DNA- 
Sequenzen des gB Gens von EHV-1 enthielten, wurden nochmals zur Bildung von Einzel-Plaques auf ED- 
Zellen inokuliert. So wurden die EHV-2 Rekombinanten EH2LZgB45 und EH2LZgB123 isoliert. 

Die Transkription der Fremd-DNA wurde mittels DNA/RNA-Hybridisierung durchgefuhrt. Hierzu wurden 
ED-Zellen mit den Virus-Rekombinanten in einer Infektions-Dosis von 50 Plaque-Bildenden-Einheiten (PFU)- 

35 /Zelle infiziert. Die RNA aus diesen infizierten Zellen wurde mittels GuanidinHCI und Casium-Chlorid nach 
der Methode von Glisin et al (1974, Biochemistry 106, 492ff) und Ullrich et al (1977, Science 196. 1313ff) 
extrahiert. Die anschliefienden Analysen zur Bestimmung des Gehaltes von EHV-1 -gB spezifischer RNA 
mittels der oben erwahnten EHV-1 -gB spezifischen DNA-Sonde wurde nach Lehrach et al (Biochemistry 16, 
4743-4751) und "Molecular Cloning", ed. Sambrook, Fritsch und Maniatis; Cold Spring Harbor, N.Y., 1989. 

40 Zum Nachweis von EHVI-gB spezischer RNA wurde das Insert des Plasmids P19-EHV1gBM4 als 
Sonde eingesetzt. Es konnte unter Anwendung dieses Verfahrens spezifische RNA-Transkhpte in den ED- 
Zellen. die mit Virusrekombinanten EH2LZgB45 und EHVLZgB123 infiziert worden waren, nachgewiesen 
werden. Die Translation der Fremd-DNA wurde immunologisch nachgewiesen. 

45 Patentanspruche 

1. Equine Herpesviren (EHV), die neben den zu ihrer Replikation notwendigen Genomsequenzen ein Oder 
mehrere fremde DNA-Elemente tragen. 

50 2. Nicht-virulente Oder attenuierte Equine Herpesviren (EHV), die neben den zu ihrer Replikation notwendi- 
gen Genomsequenzen ein Oder mehrere fremde DNA-Elemente tragen. die in ihren repetitiven DNA- 
Sequenzen Oder in anderen, fur ihre Replikation nicht notwendigen Genomsequenzen liegen. 

3. Equine Herpesviren gemaC Anspruchen 1 und 2, die ein oder mehrere DNA-Segmente enthalten, die 
55 fur Protein kodieren und/oder durch die Inserierung die Funktion von EHV-Genomsequenzen inaktivie- 

ren und/oder das EHV-Genom an einer gewunschten Position markieren. 

4. Verfahren zur Herstellung der equinen Herpesviren gema/J Anspruchen 1, 2 und 3. dadurch gekenn- 

20 
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zeichnet, da^ 

a) fur einen EHV-Stamm eine Genbank aus Genom-Fragmenten dieses Virus etablierte und seine 
physikalische Genomkarte erstellt wird oder gegebenenfalls auf eine existente Genbank, oder auf ein 
isoliertes EHV DNA-Fragment zuruckgegriffen wird, 
5 b) im Genom oder auf einem oder mehreren Genom-Fragmenten' dieses EHV-Stammes die in 

Plasmiden oder anderen Vektoren enthalten sein konnen, eine oder mehrere Insertionsstelle(n) zur 
Einfulirung von Fremd-DNA in an sich bekannter Weise identifiziert werden. 

c) gegebenenfalls im Genom oder auf einem oder mehreren Genom-Fragmenten mit den gemafi (b) 
(oben) identifizierten Insertionsstelle(n) eine oder mehrere Deletionen gesetzt werden, wobei die 

70 Genom-Fragmente in Plasmiden oder anderen Vektoren enthalten sein konnen, 

d) in die gema/3 (b) (oben) identifizierten tnsertionsstelle(n) oder in einem oder mehreren Bereichen 
in denen gema/3 c (oben) deletiert wurde, fremde DNA-Elemente in an sich bekannter We'\se 
insertiert werden, wobei ein sogenannter Shuttle-Vektor entsteht, 

e) gegebenenfalls der Shuttle-Vektor gemaC (d) (oben) zusammen mit dem Genom eines equinen 
75 Herpesvirus in fur die Virusvermehrung geeigneten Zellen cotransfiziert wird oder in separaten 

Schritten transfiziert wird oder die Zellen mit dem Shutlle-Vektor transfiziert und mit dem equinen 
Herpesvirus infiziert werden, 

f) HV-Virus-Rekombinanten, die Fremd-DNA enthalten und gema^ (d) oder e) erhaltlich sind, in an 
sich bekannter Weise isoliert und vermehrt werden. 

20 Die Teilschritte b), c), d) konnen in beliebiger Reihenfolge vorgenommen werden. 

5. Shuttle-Vektor erhaltlich gemaB Anspruch 4d) (oben). 

6. Verfahren zur Herstellung des Shuttle-Vektors gemafi Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB im 
25 Genom oder auf einem oder mehreren Genom-Fragmenten die in Plasmiden oder anderen Vektoren 

enthalten sein konnen, eines EHV-Stammes eine oder mehrere Insertionsstelle(n) zur Einfugung von 
fremden DNA-Elementen in an sich bekannter Weise identifiziert werden, 

und gegebenenfalls Genom-Fragemente die die identifizierten Insertionsstellen enthalten in bekannte 
30 Oder neu konstruierte Vektoren, inseriert werden, 

wobei in die Genom-Fragemente entweder vor oder nach ihrer Insertion in die Vektoren gegebenenfalls 
ein Oder mehrere Deletionen oder einzeine Nukleotide oder Nukleotidsequenzen inseriert werden 
konnen, 

35 

und in die identifizierte(n) lnsertionssteile{n) oder in einen oder mehreren Bereichen aus denen deletiert 
wurde fremde DNA-Elemente in an sich bekannter Weise inseriert werden. 

Die Reihenfolge der angebenen Teilschritte ist betiebig. 

40 

7. Impfstoffe auf Basis des EHV gema/J Anspruchen 1, 2 und 3. 

8. Verwendung von Antigenen, Immunogenen, Translationseinheiten und Epitopen zur 
Herstellung von Immunseren. 

45 

9. Verwendung von EHV, als Vektoren fur fremde DNA-Elemente. 

10. Verwendung von Teilen der gemad Anspruch 4 a) hergestellten Genbank zum Nachweis von EHV in 
biologischem Probematerial (Erregerdiagnose). 

50 
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FigM 10 20 30 i.p 50 

1 GAATTCCCCCCCTCCCGCIGCCTCTIAATATAACCCGTGTGGACGGGGAT 
51 GCGACCGATGCCCCGAGCGGGCGGGCICGCGCGCGCGCTCTCTAITGGCA 
1 01 AAACAAAAGCAGTAGGCAAGTAAACCCCCGCTCCCCTCGAGCTCACCTCC 
151 AACCTCGCITGITGCAAAGATAGATCGAGTGCTGGGTGACCICAGCAGAG 
201 GCTATCCTCAATTCTTATGGAGGTGCAGTTTCCAGCTGAGGCCCATGGIC 
2B1 CTCGAGATGTGCCTCAGCAICCTATITITTAGITTTCTGTTTCTGTGAGC 
301 CACCGAACAGAGAAAAGTCATAAAGnGGCATTCCTTCCCAGCTCATCCA 
351 ATCGCACCITCTTCTTGTCGCAGAGCATCTTGGGTATCAGGITGCACTTC 
/.Ol ]TGTAGCCCAGGACCGCGCACTCGTGTTTGTTCTTGGTG2GCnGATGAl_f^5^ H 

i.51 cctctiggagaactcaaagtaiccccccctagcgagccigaggacggcgT 
501 gcacgtccagcctcccgaaggaggcgcactcgtaca^cactccaggaac 
551 cgcttggtatggtctggatctgggccttgttgcgcgtctccaccgtggag 
601 aagaiggcgticttgaccaggttcagcctggcgcgccgcttggtcagtat 
651 gggcgccgtctcgctgtagacgcgagccaccagcccggggccgtgcacct 
7 01 tgcagatggtcgcggtggccgccttgaaccaggacacgttggagcccctc 
751 igggtggagactggccgaggcgaagttggtggtccagaagacgtcgctcc 
BOl tcccccggcgcaccagctgctggttctccaggccctgcaggtccagggtg 
851 gagttccagttcgccacggagaigggaaagaccgtgcgcacggccatgaa 
901 ccacttgaggttgcccacggcgtagagcaaggacaggtagtccccgctga 
951 tgttcatgttgatggcggtgccgctggcgcacgccgcgtccgagtagaac 
1 001 acg ctcacggtgaaggagggctccttcacggagt actt t ct gat caca a a 
1051 gttgttggtgagccgggggatgtccatgacggtgcggtagcgggcgccgc 
1101 gggggtcgcacgcgatcttggtgttgatcaccatgttggtgttgaacacg 
1151 ttgatcccgaacccgtgcaccgagaggctgctcaccggggcgaagctgtc 
1201 tgccagggggcgccgtctctcccccgacccaaacagcgccccctcgcgga 
1251 gacccagcggcagcgtcatggtggcccgggtctccccgggggcatgtact 

1 3 01 TGC C CCTGTTGAG CAGGGAGACCAGTGCGTGGGCAGCCGGG CC CT CG CTC 

13 51 GAGGGCGGGCGCCTCGGACGGACGTGCCGCGCGCCCGGCCCATGGCCGCC 

1 i.01 AGACACATGGTGATCCTGTAGACGGCCATGCGCGGCGGGTACACGTACCA 

H51 GCCCTCTACGCCCCCCCCCTCCCTGCCGACCACCCTGCCCGGTCTGGCGC 

1501 CGGGGTCCTTCTTGTAGACCGCCACCTTGAGATAGGGCATGGCCATGCTC 

1551 ACGAGCGCCTGGITCTCGTGAAAGCCCTCGGCCTCCAGGGAGATCT 
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Fig.5 
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Fig.8 
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Fig.9 
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